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RESUMEN 

Los canales de calcio tipo N son la población predominante de canales de calcio dependientes 

de voltaje (CCDV) en la membrana plasmática de las neuronas simpáticas. La activldad de estos 

canales iónicos puede ser estimulada o inhibida por mecanismos de señalización intracelular. Este 

proceso de ajuste de su activIdad intrínseca es conocido co1110 "modulación", 

El propósito final de los trabajos aqui expuestos es el de conformar un cuadro de modulación 

bidireccional (tanto lnhibidora como estimuladora) de CCDV tipo N (CCDV N) en neuronas 

simpál:1cas. El interés que llevó a presentar un escenario de este tipo, parte del análisis de la 

capacidad de cada uno de los cinco subtipos de subunidades ~ de las proteínas G (G~) para 

modular corrientes poblacionales de CCDV N - registradas en configuración de "célula completa" 

de la técnica de pa/eh-clamp, en células provenientes de cultivos primarios de neuronas del ganglio 

cervical superior de la rata - mediante la sobreconcentracÍón intracelular de cada subtipo, 

conseguida a tra,-és de la inyección intranuclear del DNA que codtfica cada uno de ellos. 

Los resultados obtenidos pueden resumirse de la slgwente manera: 

1) Los distintos subtipos de subumdades G~ difieren en la potencia relauva con la que 

inducen un patrón inhibitorio caracterizado por alteraciones en la cinética de activac1ón 

de la corriente, y que es revertido transitoriamente por fuertes despolanzacioncs de la 

membrana (l!1hibición "depenchente de voltaje"; VD). El orden ele potenCIa relaUva con 

la que cada subtipo de G~ induce este tipo de inhibición es: G~4:2: G~, '" G~2 > G~, 

»> G~s· 

2) J\lgunos sllbrJpos inducen, ;l.dcr.n~s) un p;¡u"ón inhibitono que reduce la arnpütud de las 

cornentes macroscópic;'\s Sln alterar 1:1 cinénca de las rl11smas, y cuya magnitud no varb 

en funCión del potencial ele membrana (inhibición "inJcpclllhcntc de voltaJe"; \11). El 

oIden de potcnCl:1 rcl:1.ti\':\ con h (1UC C:1d:1 subtipo ele C;0 induce este tlpO de 11lh¡j)lClhn 

('1' '('~ ('11 '-" ('1' ('1' l':, 1)::' ¡jh,:::::') "",~-, J)\':::. ,j). 



3) En algunos casos, la concentración de subunidades G~ induce, paradójicamente, un 

efecto cstllTIulador ele la corriente que puede ser rnitnetizado por un activador (hrccto 

(el éster de [orbol, PMA) de la proteína cínasa C (pKC). 

4) Las vías estimuladoras e ínhibidoras mediadas por suburudades G~ ejercen efectos 

parcialmente excluyentes: los efectos estimuladores se acompañan de un bloqueo 

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

Por lo tanto, los resultados que se presentan en esta tesis sugieren que los CCDV N son sujeto 

de modulación bidireccional (estimuladora e inhibidora) inducida por subunidades G~, y que e! 

establecuniento de un tipo de modulación excluye, al menos en parte, la expresión de la 

modulación contraria. Estas observaciones confrontan al "dogma" existente hasta el momento 

sobre la exclusividad de efectos inhibitorios asociados al heteroc!únero funcional G~y - respecto 

de la modulación de CCDVN -, y provee, además, un marco teórico plausible para inferir de qué 

manera, la modulación estimuladora de los CCDV N' puede ser activada, y sobre cuál sería su 

pape!, durante e! funcionamiento normal del sistema nervioso. 
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difíciles. Mi fonnación académíca y personal serían aún muchísimo más deficientes de no ser por 

el intercambio de ideas que, desde siempre, con él se han dado. Pocas veces en mi vida había 
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1. ABREVIATURAS 

ro-CgTx GVIA. CD-conotoxina GVIA. 

4-AP. 4 Anuno-piridina. 

CCDV. Canal(es) de Ca'+ dependiente(s) de voltaje. 

CCDV N' Canal(es) de Ca2+ dependiente(s) de voltaje tipo N. 

DHP. Dihidropiridina. 

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

Ga.. Subunidad a. de las proteínas G. 

G!). Subunidad ~ de las proteínas G. 

Gy. Subunidad y de las proteínas G. 

NE. N orepinefrina. 

NT. Neurotransmisor(es). 

PA. Potencial(es) de acción. 

PG. Proteína(s) G. 

PKC. Proteína Cinasa C. 

PLC. Fosfolipasa C. 

F:MA. Forbol 12 miristato, 13 acetato. 

RHH. Receptor heptahehcal. 

SCG. Ganglio ccrviol superior. 

TEA. Tetraetihmoruo. 

TTX. Tetrodotoxina. 

VD. Dependiente de voltaJc. 

VI. Indcpen(!Jcntc de voltajc. 

--~~.~ -------------
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2. INTRODUCCIÓN 

'The heart rate mus! be approPiate/y acj¡usted 

/0 mee! :he changtng bebaviora/ states if ¡he animal, 

which means Iha! the central patten! generator mus! be 

appropriate!J ad¡usted: 

Ihis proceS! is called modulaaon. " 

G. M. Shepherd, 1988 

"Mueh as neurotransmztters oj ¡he Al\TS 

modula/e functiollJ of peripheral organs, 

simt!ar chem¡caJ signa!s 

wilhm !he nervous !)'stem 

modula/e the fundían! ofgroups rf neurons." 

B. HilIe, 1994 

El funcionamiento del sistema nervioso es modificado, en todo momento, en respuesta a las 

necesidades cambiantes del organismo durante su interacción con un medio ambiente en 

perpetua evolución. Esta "plasticidad neuronal" "se evidencia en nuestras 1/ldas por el aprendizaje y por el 

desarrollo de los rejlejos, habil,dades motoras y hábitos. Constituye la clave de la inlelzgencia humana, así como la 

capacidad de lodas las formas animales s¡¡penores de responder adaptativamente a los estímulos más allá de los 

rejle¡os JiJos, programados en el desarrollo del sistema nervioso por su maquinan'a genéticd' (Eckert et al., 1988). 

Se piensa que esta capacidad adaptativa del sistema nervioso depende, al menos en parte, de la 

posibilidad de alterar el patrón de actividad eléctrica endógena de las células que componen 

rucho sistema (Levitan y Kaczmarek, 1997). En respuesta a estimulaciones s1l1ápticas u 

hormonales, las neuronas pueden sufnr cambios transltonos o duraderos en sus propiedades 

eléctricas. En consecuencia, la amplitud, la forma y la frecuenCIa de los potenc:alcs de acción 

(Pl\) que una neurona produce - y la respuesta de la misma frente a eSUmulaciones sillápticas 

subSiguientes - se ven alteradas. Estos cambios en la excitabilidad neuronal son conOCIdos como 

"ncuromoc.lulación)) (Kaczl11:1rck y Levitan) 1987). En este contexto, "modulaclón" se UtlllZa para 

dcnot:n el proceso de ajuste en b :1ctrvicbd lntrínscc:1 e 1I1hcrcntc ~l un [cl1c'lrnC!10 chdo -

1l1:1nificsto en un 11l\'c1 de olg:1niz:1C¡Ón p:11tlcuhr - en respuesta:1 ev('ntos CXC')gCJ1o;-, 

L:l h'.lbil1<..bd de un rr:c:11hr:llLl c:-:clt:1hlc p:11<1 lt':'.ponclc[ :lntc un shock ckelr!c(¡ enn un P.\ es 
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1988). La excitabilidad de la membrana se define entonces como la propiedad de alterar la 

conductancia de la membrana 0J a menudo el potencial de membrana) en respuesta a un estimulo 

(Eckert et al., 1988). Se califica como "excitador" a un suceso que incrementa la probabilidad de 

iniciación de un P A Y se dice que sus efectos son "facilitadores" de la función; en contraposición, 

un suceso que reduce dicha probabilidad se califica como "inhibidor" (Eckert et al., 1988). En 

analogía con lo anterior, se hablará de "modulación estimuladora'" cuando ésta lleve a una 

regulación positiva en la actividad de determinado fenómeno, y de "modulación inlubidora", Sl 

lleva a una regulación negativ..a en la misma. Por otra parte, se denotará como ('modulación 

bidireccional" a la acción coordinada de ambas vías (Greengard et al., 1995). 

"Las membranas de los axones, que solamente repiten los impulsos que les son provistos, tienen una 

excitabilidad ql!e Jtecesita de pocos ajustes rápidos. Por otra parte, las proPiedades eléctricas de los merpos celulares 

y dendritas de las neuronas se a¡itstan minuto a minuto a las demandas y experiencia del organismo" (Hille, 

1992a). Virtualmente, casi cada propiedad eléctrica de la membrana plasmática somatodendritica, 

de prácticamente cualquier tipo neuronal, es sujeto de algún tipo de modulación a corto y/o a 

largo plazo. Las modificaciones pueden incluir cambios en el área 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 originarse de fenómenos bioquímicos altamente localizados 

espacio-temporalmente o ser el resultado más persistente de alteraciones en el patrón de 

expresión genética de alguno de sus constituyentes (Kaczmarek y Levitan, 1987; Hille, 1992a,b, 

1994; Levitan y Kaczmarek, 1997). 

El trabajo entero que aquí se presenta gíra en tomo de la modulación a corto plazo (segundos 

a minutos), por vías de señalización intracelular, de uno de los mecanismos de transporte de 

iones más interesantes en las membranas plasmáticas de las células excitables: los canales de Ca'+ 

dependientes de voltaje (CCDV). Este fenómeno es de particular interés en virtud de lo 

siguiente: "El sistema nervioso no es principalmente un dispositivo eléctrico. La mayor parte de las células 

excitables transducell finalmente su excitación eléctn"ca en otras formas de ac/ividad. Como una genera!ii?ción 

amplia, las células excitables traducen S1l e/eclricidad en accioJles a través de J7l1jos de CJ'+ modlllados por conaleJ 

peTmeab!es al Ca y sensibles al voll,!je." (Hille, 1992a). En otras palabras, "el inicio y control de la e/J/rada de 

CJ'+ es la raison d'étre de IOJ potencialeJ de acción." (Clapham, 1996). 

! Nota: ver apartado de DiSCUSIón para una justificación de la elección de ésta denominación VerJJfS el término de primera eleccIón 
"modulaCIón facilitadora" 
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La capacidad de los CCDV para transducir fenómenos eléctricos en eventos bioquímicos -

esto es, de fungir como "transductores electroquímicos" - se debe a que los lOncs de calcio, a 

diferencia de los demás IOnes que atraviesan la membrana en e! curso de una despolarización de 

ésta, funcIonan "como un agente regulador intracelu/ar sin competencia, por parte de ninguna otra moléat/a 

ionorgánica, ni en importancia ni en universalidad' (Eckert et al., 1988). A diferencia del Na + y del K+, la 

concentración intracelular de calcio libre ionizado ([Ca'+],) es mantenida tan baja que puede ser 

incrementada dramáticamente durante una sola respuesta despolarizante de una célula con 

CCDV. "Este incremento es la llamada a la acción" (Hille, 1992a): el Ca'+ que ingresa a la célula es un 

regulador alostérico de distintas proteinas efectoras que intervienen en una cantidad 

impresionante de fenómenos celulares (Clapham, 1995; Ghosh y Greenberg, 1995; Berridge, 

1998). 

El fenómeno bioquímico particular que se estimule como consecuencia de la activación de 

CCDV depende de la localización subcelular precisa, de la magnitud absoluta y de! curso 

temporal con e! que ingrese el Ca'+ (Bootrnan et al., 2001). Para citar solamente un par de 

ejemplos, la estrecha colocalización de CCDV con proteínas implicadas en la exocitosis, en 

terminales sinápticas nerviosas, o con canales de K+ activados por Ca'+, en somas y dendritas, 

acopla el mflujo de Ca'+ con la liberación de neurotransmisores (N1) o con la regulación de la 

tasa de repolarización de la membrana en el curso de un PA y de la duración de la fase de post­

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

1\tlas,2001). 

Los CCDV también juegan un pape! clectrogénico en la membrana plasmática de las células 

excitables: al igual que el paso de cualquier partícula cargada a través de la membrana, el flujo de 

Ca2
+ genera una corriente eléctrica en la misma. La dirección de esta corriente es entrante, según 

lo determina el enorme gradiente de concenttación que existe entre el interior (concentración 

muy baja; < 10'7 M) Y el exterior (alta; -lO" M), Una corriente positiva entrante lleva a la 

disipación del potencial eléctrico transmembranal, esto es, genera una despolanzación de la 

lTIClnbran:1. 

La funCión clectrogénica de los CCDV es similar a la de otros canales lómcos regulados por 

\'01 t:lJe: <. L .. /1 i'/rc!f7(:t!or! l n~uron:,d 1 cJ u/J¡::;"f1da /Nlra abrir]/ () (f?Tar iYJ!!flkr,] IOJ ronflk¡ .Ion lf/lk::..ar!o r para 

,~¡;Jh'l()J" c/ú·!ncdad. .. " (I·hlle, 1992). SIIl cmb:1rgo, sólo en casos :11sbdüs (con10 en bs el'lulas 
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cardiacas "marcapaso" del nodo sinoatrial y en el músculo liso) el Ca'· transporta la totalidad de 

la corriente de entrada (Hille, 1992). Generalmente, la corriente de Ca'+ no es los sufiC1entemente 

intensa como para provocar un PA sin la ayuda de la corriente de Na+. Asi, en la mayona de las 

membranas que exhiben una corriente de Ca'+, la subida de un PA se genera principalmente por 

una intensa corriente de Na +, que tiene la responsabilidad principal de despolarizar rápidamente 

la membrana. Los CCDV, que reaccionan más lenta y débilmente, son activados por la 

despolarización causada por la primera y contribuyen a mantener la célula despolarizada por 

algunos milisegundos después de que los canales de N a han inactivado. Esta activación tardia y 

poco inactivante de los CCDV genera la fase de "meseta" (plateau) caractenstica de los PA 

somatodendriticos (Hille, 1992). Es decir, en la mayor parte de los casos, la función electrogénica 

principal de los canales tiene más que ver con el hecho de "esculpir" o "moldear" las 

caractensticas de un PA que' es generado y propagado principalmente por corrientes de Na + y 

K+. En particular, la corriente de Ca'+ está ausente, de manera notable, en la mayoria 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 Ca2+ en el curso de una despolarización de membrana. Esto significa, en última 

instancia, la capacidad de regular, indirectamente, los procesos fisiológicos 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 regulación tiene que ver con la 

expresión diferencial y localización subcelular precisa de un gran número de tipos de CCDV, 

cuyas propiedades se ajustan a la función particular que regulan. Así, existen CCDV de 

activación, inactivación y deactivación rápidas o lentas (Armstrong y Matteson, 1985) y que se 

abren con despolarizaciones pequeñas, cercanas al potencial de reposo de la célula (LV A, por 

low toltage activa tes), o con despolarizaciones mayores, como las que se alcanzan en el curso de 

un PA (HVA, Po! high ¡dtage activated; Carbone y Lux, 1984; Fedulova et al., 1985) (ver 

Apéndice 1.2). 

Un segundo nivel de regulación del ingreso de Ca'+ a la célula puede conseguirse de manera 

indirecta: tanto la tasa como la amplitud absoluta del influjo de Ca'+, a través de CCDV HVA, 

varia con cambios en las caractensticas de los PA (Sabatini y Regehr, 1999). Por lo tanto, los 

factores que afecten la tasa de despolarización, la amplitud, la duración o la frecuencia de los P A 
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pueden producir alteraciones significatlVas en la velocidad y curso temporal de la entrada de Ca'+ 

(pattillo et al., 1999). Los camblOs en la forma de un P.t\ son ubicuos y ocurren en una cantidad 

de condiciones fisiológicas. Por ejemplo, durante trenes de estimulas, la duración de un PA a 

menudo se incrementa dos o más veces, como consecuencia de una macrivación dependiente de 

frecuencia de canales de K+ (Jackson et al., 1991; Park y Dunlap, 1998). Además, muchos NT 

alteran la duración de los PA a través de la modulación de canales de K+ (Dunlap, 1985; 

Breitwieser, 1996). 

El incremento en la duración de un PA generalmente provoca un incremento general en el 

inflUjO de Ca'+. Sin embargo, este mecarusmo no siempre lleva a un aumento en la actividad de 

los fenómenos que dependen de éste: si el cambio en la duración es suficientemente grande, la 

tasa de entrada de Ca'+ es enlentecida y el influjo pico (el máximo absoluto) es reducido (park y 

Dunlap, 1998; Pattillo et al., 1999; Sabatini y Regeru, 1999). 

Final.mente, los cambios dependientes de amplitud y frecuencia de los PA, y el influjo 

asociado de Ca'+, son moldeados aún más allá por NT y hormonas, cuyas vías de transducción 

de señales actúan directamente sobre el funcionamiento de los canales de Ca'+. Este proceso es, 

justamente, el fenómeno que nos interesa. 

El tipo particular de CCDV que interesa a este estudio es denominado como "tipo N" 

(CCDV N). Estos canales HVA se expresan exclusivamente en neuronas, y constituyen la 

población predominante de CCDV s presentes en la membrana plasmática somatodendritica y de 

las terminales sinápticas de las neuronas simpáticas y sensoriales (Jones y El.mslie, 1997). 

El efecto predoffilJ1ante que inducen los NT en CCDV N es inhibitorio (Jones y El.mslie, 

1997). En neuronas simpáticas, modelo experimental empleado en esta tesIS, la actividad de 

CCDV N puede ser inhibida tras la activación de más de una decena de RHH que activan 

proteínas G (pG) de, cmnto menos, cinco familias distintas (l-lille, 1994). Como se detallará en 

los l\ntecedentes, las caracte11sticas propias de la inhibición resultante en cada caso pueden ser 

remarcablemcnte smulares o sustancialmente distintas, dependiendo del grado relativo de acople 

de cada vía con la producción de dos "patrones inhibitonos" clcctrofisiológicos prinCIpales. 
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Ocasionalmente, han sido reportados efectos estimuladores de los NT y vias de señalización 

intracelular sobre los CCDV N (Blcy y Tsien, 1990; Kasai, 1991; Elmslie, 1992; Mironov y Lux, 

1992; Sunneier et al., 1995; Frank et al., 1996; ?vlonkawa et aL, 1999). Sin embargo, no existe a la 

fecha ningún marco conceptual de modulación de estos CCDV que incorpore un mecanismo de 

modulación positiva. La razón se encuentra en el hecho de que el mecanismo de acción invocado 

para explicar el efecto estimulador sobre las corrientes ha sido causa de profundas discrepancias 

entre distintos grupos de investigación. 

En las posiciones extremas, dos hipótesis se han postulado para explicar el fenómeno citado. 

En una de ellas, el incremento en las corrientes ha sido atribuido a un efecto directo sobre la 

actividad inrrinseca de los CCDV (Yang y Tsien, 1993). En la opinión contraria, la corriente 

crece en amplitud como consecuencia indirecta de la remoción de una inhibición tónicamente 

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 

modulación altera el equilibrio entre dos estados posibles (inhibido y no-inhibido), mientras que 

en la primera de ellas varios modos de actividad serian esperables (inhibido, no modulado y 

estimulado). En ellirnite, esto implica el desechar o postular la existencia de estimulación de la 

entrada de Caz
+ a través de CCDV N en ausencia de inhibición. 

La tesis que se somete a consideración sostiene que la modulación positiva de CCDVN existe 

en neuronas simpáticas, y que ésta induce un comportamiento cinético de la corriente 

poblacional característico 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 

modulación bidireccional de estos canales. Además se aportarán evidencias de que la via de 

modulación positiva ejerce una interferencia selectiva y excluyente sobre el establecimiento de 

uno de los dos patrones de modulación inhibitoria que se han mencionado. Finalmente, se 

propondrá que ambas vías de señalización (positiva y negativa) pueden originarse a partir de un 

intermediario común: la subunidad heterodimérica ~y de las PG. 

El problema particular que dio origen a este estudio requiere de un pequeño preámbulo para 

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



9 

problemas que subyacen a la especificidad de la señalización inlubltoria entre los diversos RHH y 

los CCDV N que se encuentran en esta preparación. Como se ha menclOnado, el estudio de la 

lTIodulaClón de la aCtlvidad de estos canales no es nuevo. De hecho) las neuronas simpáticas han 

sido, históricamente, una de las poblaciones de neuronas que, por excelencia, han constituido un 

modelo en su estudio (Hille, 1994; Jones y Elmslie, 1997). Los fenómenos ligados a la 

modulación negativa de los canales han sido los más ampliamente estudiados y analizados. El 

esquema de vías de regulación inhibidoras es complejo y, en uno de los tres casos particulares 

que existen) el conocimiento es sumamente vasto. 

Para establecer el marco teórico en el que se circunscriben los problemas específicos 

abordados en este trabajo con el fin de sustentar la tesis referida, se expondrá en la siguiente 

sección el estado actual del amplio conocimiento que se tiene respecto de las cl.!stintas vías de 

modulación que concurren en estos canales. Dada la extensión señalada que tiene el 

conocimiento en el área, la revisión bibliográfica no ha sido exhaustiva en términos de número 

de trabajos citados. Más bien, se ha intentado ubicar las ideas centrales en tomo a los 

mecanismos generales por los que opera cada via y las evidencias de interacC10nes entre éstas. La 

presentación de los trabajos sigue un orden cronológico. La razón de ello es simple: es la única 

manera en como el autor llegó a entender lo poco que entiende de este universo de 

conocimientos en expansión. 
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3. ANTECEDENTES 

'1/ is ea!)' lo be chouvtnistlc abau! calcium channels. JJ 

'Ca!clUm chmmels are bo!h 

ngulattng and regu/ated 

!J!f!ux of Cc/- through ca!cium óhannels 

modula/es ce/lular actm(y; 

ul"lar adwI!'y 

modulaüs ca/C/m channels. " 

s. W.Jones, 1998 

R. W. Tsien, 1987 

'1f ¡he neurotransmltters studzed here 

aJJect I~ In sensory nerve termmals 

in ¡he same wqy tha! /hry do In Ihe cell bodies, 

Ihen Ihry mqy demase transmltter re/tase. 

T/;is sugges/s a ra/her novel mefhw1lsm 

flr Ihe phenomenon o/pre.rynaptlc inhtbition." 

K Dunlap y G. D. Fishbach, 1981 

La modulación positiva de CCDV de! miocarruo - l1lducida por norepinefrina (NE) _ fue e! 

primer ejemplo descrito de la influencla de un NT sobre una conductancia iónica dependiente de 

voltaje (Reuter, 1967, 1974). Sin embargo, la historia de la modulación por NT de CCDV 

neuronales se origina en :a investigación de los mecanismos que regulan inhibitoriamente su 

respuesta al voltajc. La idea de la existencia de dichos mecanismos nace, a su vez, como una 

lupótesis para explicar el mecanismo mediante el cual una serie de NT acortan la duración de los 

PA reglstrados en el soma ele neuronas embrionarias en cultivo, diSOCiadas a partIr ele los 

ganglios de la raíz dorsal (DRGs, por dorsal root ganglion neurons) de pollos (Dunlap y 

Fischbach, 1978; Ilustr. 1). 

1\1 igual que en otros upos neuronales (Hille, 1992a), los PA somáticos que presentan las 

DRGs son el producto de la preciso sucesión temporal con la c¡ue se activan tres cOCleluctanelas 

de la mcn1brana pbSll1átic:1 La fase de rápida despolarización inicial depende de la activ:1ción de 

conductancias :11 Na -t Sin Cmb~l[go) éstas decaen ("macHvan"; ver Apéndice 1.1) pronto. 1.:1 

corncntc u.:spons:1blc de b clcspobriz:1ción tardh - 1:1 fase de "n1csct:1" (p/aleall) _ es aC1rn:adil 

por Iones de Ca>. Esta corriente L'l1lt:ll1tc se activa c in:1ctiva ln:lS lcnL:1rncntc (1 11C 1:1 de Na ¡. 

l:lll:¡]mcntc, el dcs:lrrolln de llI1:1 COllll'l1k ~U]¡Cl1tC tr:1nSpolt:1(!:l por 1011es K t es h ene -:rg:1d:l ele: h 

rej10h i lZ:1CIl\n que clllm!n:\ r! n:"OCCSO CO:""i.1Dlc:o. . . . 
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La inferenc12 fundamental del trabaja clásico de K. Dunlap y G. D. Fischbach (1978) puede 

resumirse de la siguiente manera: ya 'jlle los NT no alteraban la tasa de despolari.zación inicial 

(Ilustr. 1), el acortamiento en la duración de los PA podía explicarse de tres maneras: (1) Un 

incremento en la permeabilidad al IC; (2) Una reducción en las conductancias al Caz,; o (3) Una 

combinación de ambos mecanismos. Con muy pocas evidencias experimentales que lo 

sustentaran, Dunlap y Fischbach proponen que el efecto es mediado exclusivamente por una 

acción directa sobre los CCDV. 

Poco tiempo después de la publicación de la observación antes referida, J. P. Hom y D. },. 

McAfee (1979, 1980), trabajando en neuronas simpáticas, provenientes del ganglio cervical 

supenor (SCGs, por JUperior cervical ganglion neurons), repiten la observación, apoyan la 

hipótesis, y a agIegan dos sustentos experimentales a la misma: (1) La fase de post­

hiperpolarización de los P A, que resulta de la activación - dependiente de la acumulación de Ca"+ 

durante la fase de despo1arización del PA - de otra corriente saliente de K+, también era reducida 

por norepinefrina; (2) Los NT inhibían los P A de cl+, registrados en condiciones de ausencia de 

Na o en presencia de TIX. 

El conjunto de los datos referidos, apoyaba sin duda la hipótesis de la inhibición de los 

CCDV por acción de los NT, pero la publicación de una evidencia directa del fenómeno tenOOa 

que aguardar aún algunos años. 

El inferir qué cambios puede sufrir una conductancia, mediante el análisis del 

comportamiento de un P A, no es tarea sencilla. La duración de un P A es una función sensible 

del potencial de reposo de la membrana (Hom y MeAfee, 1980; Forscher y Oxford, 1985), y este 

último puede presentar una enorme variabilidad (entre -35 y-60 mV) entre neuronas vecinas en 

cultivo (Dunlap y Fisehbach, 1978) e in si/u (Galvan y Adarns, 1982). Por lo tanto, el investigar 

los efectos que tienen los NT sobre los CCDV a través de la medición de la duración de los PA, 

puede arrojar datos ambiguos (Forscher y Oxford, 1985). 
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Ilustr. 1 Pnmer evidencia (t'ndirecta) de la inhibición de CCD V neurona/es inducida por neurotransmisores. Efecto 
de la serotonina (a, lO" M), el GABA (b, 10.4 M) Y la NE (cy d 10.4 M) sobre el PA somático de una 
neurona del DRG de pollo en cultivo. Los dos barridos sucesivos muestran el PA antes (PAs más 
largos) y después de la aplicación de las drogas. El regreso a la duración control se muestra en d con 
intervalos de 10 segundos entre barridos. Barra de calibración, 20 rnVy 2 ms. 
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La corriente de Ca2
+ debía ser estudiada en aislamiento. "La única manera de medir directamente la 

comente eléctrica transmembranal de ec¡+ es mediante el uso de la técnica de fijación de voltOje' (IZostyuk, 

1981). Si el comportamiento de los canales iónicos depende del voltaje, el primer paso en el 

estudio de estos canales es el control del voltaje. Bajo fijación de voltaje, el comportamiento 

cinético de un canal (o de un conjunto de ellos) se encuentra en su más simple expresión. Sin 

fijación 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 membrana, etc. (Jones, 1990). 

La fijación de voltaje no es más que el paso iniclal en el aislamiento de una conductancia 

específica. Distintas poblaciones de canales iórucos son activadas en rangos de potenciales de 

n1clnbrana que suelen superponerse en n1ayor o lncnor grado. Las corrientes de Ca2
+ y de Na + 

pueden ser parci:-llmcntc scp:u:lcbs en ténninos del curso temporal C)\.lC sIgue el dcs:urollo de 
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cada una. Sin embargo, este mismo cnterio no permite estudiar el curso temporal con el que se 

aCtlyan las conductanclas al Cal -'-) ni tampoco aislarlas del componente de K. f-. 

En 1981, Dunlap y Fischbach consiguen resolver parcialmente los componentes individuales 

de las corrientes de las DRGs en cultivo mediante una combinación de la técnica de fijación de 

voltaje con dos microelectrodos y una mezcla de bloqueadores farmacológicos de corrientes de 

Na - (1TX) y de K+ (4-AP Y TEA). La amplitud de las comentes entrantes que registraron en 

estas condiciones era disminuida, de manera dosis-dependiente, por los mismos NT que acortan 

la duración de los P A. Las evidencias m2S fuertes que obtuvieron para sostener que este efecto 

fuese debido a una acción sobre CCDV, fue e! encontrar que los NT reducían la corriente 

entrante "de cola" (ver Apéndice I.1.2) registrada en el potencial de inversión estimado para las 

comentes de K+, Y que ellos no afectaban las comentes de Na-o de K+ registradas en presencia 

de cobalto. Sin embargo, las técnicas convencionales disponibles en ese momento no permitían 

obtener evidencias completamente concluyentes. En particular, "No podemos, sin embargo, sostener 

que las acciones de fa norepinejrino [NE, uno de los NT que probaron] estén restringidos o los comentes de 

calcio: un tftcto sobre la comente de potasio activada por calcio no puede ser eliminado" (Dunlap y Fischbach, 

1981). La preocupación por esta posibilidad no era excesiva: después de todo, una aparente 

reducción de la comente entrante podia originarse como un artefacto producido por un aumento 

en una comente saliente, que podia ser no evidente en condiciones de bloqueo de la comente de 

cl+ por ser, justamente, dependiente de este catión (Forscher y Oxford, 1985). 

La fijación de voltaje con microelectrodos presenta muchas limitaciones. Entre los principales 

obstáculos se encuentra e! reducido tamaño de la mayor parte de las neuronas de vertebrados 

(30-80 ¡.un), que toma difícil la penetración de la membrana con dos microelectrodos 

convencionales. El desarrollo de técnicas para la fijación de voltaje con un solo micro electrodo 

ayudó a reducir el daño a la membrana plasmática, peto impone severas limitaciones que, en 

general, permiten únicamente el análisis de comentes pequeñas y en un rango de voltajes 

limitado. Sin embargo, el obstáculo más importante para analizar adecuadamente la corriente de 

Ca'+, es la coactivación de corrientes salientes de K+ que obscurecen las cinéticas de activación e 

inactivación de la comente de Ca'+ (Freschi, 1983; ver Apéndice I.1). Estas comentes salientes 

no pueden ser bloqueadas por completo desde el espacio extrace!uIar. La única manera de 

deshacerse de ellas es mediante el reemplazo de! K+ interno por un catión no-permeante a través 
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de los canales que conducen rucho ión (p.e., el Cs) Una técnica de microperfuslón mtracelular 

para cubnr estos requenffi1entos habría de desarrollarse por el grupo de P. G. Kostyuk para el 

análisIs de corrientes de C~l""!¡ en neuronas de invertebrados, pero lmncI1tablcn1cntc las neuronas 

de vertebrados resultaban demasiado pequeñas como para soportar el tamaño considerable de las 

perforaciones de la membrana plasmática que requiere esta técnica (l<:ostyuk, 1981). 

Todo lo que sabemos hoy en dia respecto de los mecanismos de modulación de los CCDV 

está relacionado, de una manera u otra, con una de las grandes revoluciones tecnológicas que se 

dio en la investigación biomédica a finales de los años setenta: la técnica del pa/eh-clamp (N eher y 

Sakmann, 1976; Neher et al., 1978; Hamrnill, et al, 1981). Esta modalidad de fijación de voltaje, 

fue inicialmente concebida para demostrar que las corrientes membranales realmente fluyen a 

través de canales discretos (Neher, 1992). Sin embargo, su contribución más significativa fue el 

inesperado beneficio de poder romper la membrana contenida en la luz de la pipeta de registro y 

establecer una conexión eléctrica entre ésta y e! interior de la célula ("configuración de célula 

completa"; Hamrnill et al., 1981) 

De manera general, el registro de célula completa es análogo al que se consigue mediante el 

empalamiento con microelectrodos convencionales. Sin embargo, hay tres diferencias 

fundamentales que lo rucieron apto para el estudio de neuronas de vertebrados: (1) La muy alta 

resistencia de! sello establecido entre la pipeta y la membrana plasmática provoca que la filtración 

entre el interior de la célula y el baño sea verdaderamente baja, de manera que células muy 

pequeñas toleran esta forma de penetración; (2) La baja resistencia de acceso eléctrico permite 

que, siempre que se usen células pequeñas, se consigan buenas condiciones de fijación de voltaje 

sin el empleo de electrodos adicionales; (3) El tamaño relativamente grande de la apertura de la 

pipeta de registro genera que se establezca un rápido equilibrio entre los componentes de la 

solucIón de la pipeta de patch y el interior de la célula. Los dos primeros puntos permitieron que 

los estudios eleclrofisiológicos se inclinaran hacia el estudio de las pequeñas células de los 

mamíferos (comparado con las preparaciones de grandes células provenientes de invertebrados), 

el número de tipos celulares en los que se podía conseguir una buena fijaCIón del voltaje fuese 

impresl0nantemente amphado para l11cluir a casI cualqu.ier célula que pudiese ser aislada o 

cultiv:lch. Por su lurte, el tercer punto permitIÓ el control de b composición de solUCiones :1 

~mbos bdos de 1:1 mcmbr:111J tILle h:lbrÍ:t de pcnnltlr d f:'tcil 1 sistcn1<Ítico y reproduCIble 

:u:-;hmicnto de corrientes de C:1.:" en cllch:1s céluhs. 
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En 1982, el grupo de E. Neher (Fenwick et al., 1982) y aquél de S. Hagiwara (Hagiwara y 

Ohmori, 1982) publican slmultáneamente el aislamiento y caracterizac:ón de la corriente de Ca" 

en células cromafines y en una linea celular tumoral de la pituitaria (GH3), respectivamente. La 

lógica experimental seguida en ambos casos para conseguir disecar la corriente a través de CCDV 

fue la misma: la diálisis intracelular con una solución libre de K" que utiliza al Cs' como catión 

principal, y el control de la [Ca2'], mediante el uso de un quelante de cationes divalentes (EGTA). 

El empleo de esta solución interna, junto con una solución externa que incluye TfX y TEA" 
aísla una co!IÍente entrante sensible a la presencia de bloqueadores de CCDV (La3+, Cd'+, cd', 

Ni2., Mn2-, Mg2+) y de amplitud proporcional a la concentración de distintos cationes divalentes 

'd' (C"B 2'S2+) que permean a traves e estos a, a , r . 

La publicación de los trabajos anteriores desencadenaría una avalancha de reportes relativos a 

las propiedades cinéticas y fannacológicas de la corriente de Ca" en todo tipo de preparaciones, 

Estos estudios, que conducirian finalmente al descubrimiento de múltiples tipos de CCDV, 

mantendria!'. alejada la atención de! problema de la regulación de las corrientes durante un par de 

años. No es sino hasta 1985 que, de manera independiente, e! 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 hipótesis planteada por Dunlap y Fischbach (1978) para explicar el 

efecto de los NT sobre la duración de los P A: la inhibición de las corrientes de Caz+ reportada 

por dichos autores en el '81 era producto de una regulación directa de la actividad de los CCDV 

y no la consecuencia de la estimulación de una corriente de K+. Más tarde, se demostraría que el 

efecto inhibitorio inducido por los NT sobre los CCDV de las neuronas sensoriales (Dunlap y 

Fishbach, 1978, 1981) Y simpáticas (Bom y MeAfee, 1979, 1980) era debido a la regulación 

negativa de CCDVN, predominantes en ambas preparaciones (jones y Elmslie, 1997). En estas 

células, la inhibición de CCDV es selectiva para el componente sensible al bloqueo por ro­

conotoxina GVlA (una toxina peptídica selectiva para CCDV N; ver Apéndice 1.2), con pocos 

(Mathie et al., 1992) o ningún efecto sobre el componente de tipo L (Kasai y Aosaki, 1989; 

PIUfi1mer et al., 1989, 1991; Cox y Dunlap, 1992; Elmslie et al., 1992). 

A partir de los trabajos realizados en neuronas centrales (ver Apéndice 1.2), se ha demostrado 

que existe otro subtipo de CCDV (aquéllos de tipo P /Q) que son sujeto de una regulación 

inhibitoria que guarda cierta semejanza con el mecanismo de modulación que a continuación se 
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presenta. Aunque e;<1sten algunas diferencias en cuanto a las características particulares que 

c"lube la modulacIón de CCDV N y P /Q, los mecarusmos involucrados que se han propuesto 

para explicar la modulaoón de los segundos, suelen ser una generahzación de los mecarnsmos 

propuestos para los primeros. Debido a que la mayoría de las investigaciones se han desarrollado 

en células del sistema nervioso periférico, el conocimiento que se tiene sobre la modulación de 

canales de tipO P /Q es mínimo comparada con aquél que concieme a los CCDV N' y sigue siendo 

sujeto de controversia entre distintos grupos de investigación (Amot et aL, 2000; Colecraft et aL, 

2000). Por lo tanto, la mayor parte de la discusión que sigue se circunscribe a la modulación de 

CCDVN · Este hecho no preocupa: los canales tipo P/Q no contribuyen a la corriente de CCDV 

en el sorna de las SCGs, modelo experimental de esta tesis (Mintz et al., 1992). 

3.1. MODULACIÓN NEGATIVA DE CCDV N: MÚLTIPLES VÍAs DE INHIBICIÓN 

En 1985, el grupo de H. D. Lux (Deisz y Lux, 1985) da cuenta de un "misterioso fenómeno" 

(según se referiría a él B. P. Bean [1989b]): un NT (el GABA), en DRGs de pollo, producia un 

retraso - dependiente de su concentración - en el tiempo que le lleva a la corriente HV A alcanzar 

un valor máximo en el transcurso de una despolarización (ver Ilustr. 2). Casi diez años después, 

B. Hille (1994), en una revisión de la litetatura acumulada, dejaría claramente asentado que, dicho 

fenómeno, constituye una de las características distintivas de una de las múltiples vias de 

inhibición, potencialmente estimuladas por distintos NT, que convergen en un complejo 

escenario de modulación de CCDV N' 

En neuronas simpáticas, la modulación inbibitoria de CCDV N puede proceder a través de, 

cuanto menos, cinco vías med!adas por distlntas proteinas G (pG) acopladas a más de una 

decena de receptores heptabelicales (RHI-l) para NT y hormonas (I-lille, 1994). Dos "patrones 

inhibitorios" pueden d!stinguirse en términos de los efectos que estas diversas rutas bioquímicas 

inducen en el comportamiento de los canales. La alteracion en la cinética de activación de la 

corriente de CCDV N descnta por el grupo de Lux es característica de la 1I1lublCión "dependiente 

de voltaje". También es coracterística distintiva de esta inlubición el que pueda ser 

transitoriamente revertida por fuertes y/o largas despolarizaciones de la membrana. Por otra 

p:1rtc, la mhiblclón "111depcI1cltcntc de volt:1jc" reduce b an1plitud de las corrientes pobbcionalcs 

de CCDV, sin altcr:lr lo cméuca de las mJsmas Por mucho, la inhibiCIón dependiente de voltaje 

11:1 sldo 1:1 vb 111:1s e:-;tudl:l(h y, por tanto, es h (}11<.; se encuentr:t mejor c:tr:1Ctcnz:1d:1. 
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3.1.1. Modulación Dependiente del Voltaje y del Tiempo de CCDV N 

El grupo de H. D. Lux dio cuenta del inusitado "enlentecimiento cinético" (por kinetic slowing, 

según fue bautizado por Luebke y Dunlap en 1994) en la fase de activación de la comente (ver 

Apéndice 1) que producían ciertos NT, y aportó, además, una interpretación cuya validez se 

sostiene hasta nuestros dias: la lenta activación de la corriente podia ser explicada en términos de 

una reducción en la probabilidad de apertura de los canales, sin invocar, ni una reducción en el 

número de CCDV N disponibles, ni cambios en la conductancia unitaria de los mismos (Deisz y 

Lux, 1985). 

En un par de trabajos subsecuentes (Marchetti et al., 1986; Grassi y Lux, 1989), el mismo 

grupo agregaria lo siguiente: la magnitud, tanto de los efectos sobre la cinética de activación 

como de aquéllos sobre la amplitud de la comente, es inversamente proporcional a la magnitud y 

duración del escalón de voltaje con que se activa la comente (Ilustr. 2). Esto es, a un potencial 

dado, la magnitud de la inhibición decrece conforme aumenta la duración de! escalón de voltaje. 

De la misma manera, en un intervalo de tiempo fijo, la proporción de comente inhibida 

disminuye a medida que se incrementa e! voltaje al cual se cuantifica. En otras palabras, la 

inhibición es "dependiente de tiempo y de voltaje" (Marchetti et al., 1986). 

Las dos observaciones descritas constituyen las piezas angulares de la "fitrna cinética" 

característica que define e identifica a una de las vías de modulación de los CCDV N más 

ampliamente distribuida entre diferentes tipos neuronales de una amplia variedad de vertebrados: 

la inhibición "dependiente de voltaje" (VD, por roltage-dependent). 

3.1.1.1. Mecanismo de Acción de la Inhibición Dependiente de Volto/, de CCDVN 

La explicación más simple para la inhibición de CCDV N por NT era suponer que estos 

últimos podrian estarse uniendo y bloqueando los CCDV N, de la misma manera en que ciertas 

toxinas bloquean ciertos canales iónicos, y que la lenta activación de la comente podia reflejar el 

curso temporal (dependiente de voltaje) del despegue de los NT (Marchetti et al., 1986). Existen, 

sin embargo, varias observaciones que sugerían que cada NT ejercía sus efectos mediante la 

activación de receptores membranales específicos: (1 ) Varios NT diferentes producen efectos 
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Ilustr. 2 Inhibicióny enlenlecimiento de comentes de Ctl+ neuronales Inducidos por neurotransmisores. Efecto de la 
doparnma (DA, 10 ¡..tIA) en corrientes de Ca2+ HVA, registradas mediante la técnica dept1lch-clamp en 
configuración 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, recuperación. El panel superior derecho de la figura muestra los 
trazos de corriente a diferentes tiempos de la fase de recuperación (a, inmediatamente después del 
cese de la perfusión, b, cy d, 1, 2 Y S min después, respectivamente). 
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similares (Dunlap y Fischbach, 1978, 1981); (2) Sus acciones son bloqueadas por antagonistas 

específicos para ciertos receptores heptahelicales (RHH; ver Apéndice HI.1) (Dunlap y Fishbach, 

1978; Mudge et al., 1979); y (3) Diferentes drogas producen efectos aditivos (Dunlap y Fishbach, 

1981). Por lo tanto, telúa que haber un mecanismo compartido entre distintos RHH que 

vinculara su activación con un patrón de inlubición común de las corrientes de CCDV N' 

La configuración de célula completa obtenida con la técnica de patch-c!amp aportó la 

posibilidad de acceder a la solución intracelular, dando la oportunidad de definir claramente los 

componentes iónicos y bioqtúmicos necesarios pata la regulación de CCDV N inducida por NT. 

El esfuerzo de los múltiples grupos de investigación habría de dar un resultado contundente: 

ningún reporte pudo correlacionar la activación de alguna de las vías de señalización illtracclular 

que utilizan segundos mensajeros convencionales (ver J\péndice IIl) con los fenómenos 

clcctrofislOlógicos característicos de la inlllbición VD (Forschcr y Oxford, 1985; Forscher et al., 

198(,; Ble)' )' TSlen, 1990; Bcrnhellll er :11., 1991, Flummcr el :d., 1991; ElmsEe et al., 1994; 

\Vll,ling er al , 1995). 
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La observación de que la adición de A TP a la solución de perfusión interna o de diálisis 

estabiliza las corrientes de CCDV~, fue una de las primeras evidencias obtenidas de que la ruta 

del AMPc no se encuentra involucrada en la inhibición inducida por NT de las corrientes de 

CCDVN (Fedulova et al., 1981; Doroshenko et al., 1982; Forscher y Oxford, 1985). Más aún, ni 

concentraciones intracelulares de AJI,IPc suficientes para saturar cualquier actividad de la proteina 

OOasa A (pKA; ver Apéndice IIU), ni la exposición a activadores directos de ésta, bloquean o 

enmascaran la expresión de la modulación inducida por NT (Dunlap, 1985; Forscher y Oxford, 

1985; Bemheim etal., 1991). 

Por otra parte, ni altas concentraciones de quelantes de Ca2
+ en la solución 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 modulación (Forscher y Oxford, 1985; Bernheim et al., 

1991). También fueron negativos los resultados del análisis de otra vía de señalización, que 

dependen de la producción del nuc!eótido cíclico de guanina monofosfatada (GJl,fPc) por la 

enzima guanilato ciclasa (Forscher y Oxford, 1985; Bernheim et al., 1991), Y aquéllos que se 

obtuvieron de! examen de la actividad de una serie de fosfatasas (Elmslie et al., 1993). 

La idea de que la proteína cinasa C (pKC; ver Apéndice lII.3) estuviese involucrada en la 

inhibición de CCDV N resultaba particularmente atractiva porque esta cinasa se encuentra 

especialmente concentrada en los componentes membranales del tejido nervioso. Además, en el 

cerebro, una proporción sustancial de la PKC se encuentra asociada a membranas, mientras que 

en los demás tejidos, la enzima es recuperada principalmente de la fracción soluble y en 

configuración inactiva (Nishizuka, 1984). A pesar de que aún persiste la controversia respecto a 

su posible participación como mediador de alguna vía inhibitona de CCDV N (ver 3.1.2.1), en el 

mejor de los casos, la inhibición de la corriente por la PKC que se ha reportado no se acompaña 

de ningún cambio evidente, ni en la dependencia de voltaje de la activación, ni en la cinética de la 

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 ocluidos por inhibidores de ésta (Wanke et al., 1987; Dolphin et al., 1989; McFadzean et 

al., 1989; Bernheim et al., 1991; Plwnmer et al., 1991; Abrahams y Schofie!d, 1992; Elmslie et al., 

1993). Por el contrario, existen fuertes evidencias que vinculan su actividad con una prevendón 

de los efectos de NT inhibitorios (Lester y Jam, 1990; Swartz et al., 1993; Swartz, 1993; Zhu e 
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lkeda, 1994; Shapuo et al., 1996), poslblemente hgadá a una estimulación de la actividad de los 

CCDV N (Yang y Tsien, 1993). 

Lo dicho en el párrafo anterior es de suma importancia para el presente trabajo, pues es en el 

marco de la modulación positiva donde se desarrollará buena parte del estudio aquí presentado. 

La ldea completa será tratada con detalle más adelante (ver 3.2). Por ahora, baste con que estas 

evidencias descarten también la participación de la PKC como intermediario de la inhibición VD. 

Finalmente, el curso temporal con el que se establecen los efectos sobre la permeabilidad 

iónica de las vías que utilizan segundos mensajeros, es relativamente lento y puede persistir desde 

minutos hasta horas (l<::ehoe y Marty, 1980). En contraste, la inhibición de las corrientes por la 

vía VD se desarrolla en menos de 1 s, y desaparecen sus efectos dentro de 30 s tras la remoción 

de! fármaco en condioones de perfusión extracelular favorables (Deisz y Lux, 1985; Forscher y 

Oxford, 1985; Bemheim et al., 1991;Jones, 1991). 

En resumen, ninguna de las vías intracelnlares de transducción de señales mediadas por 

segundos mensajeros que estimulan, a su vez, la actividad de distintas cinasas, es responsable de 

mediar los efectos inhibitorios de la vía VD. 

Una sene de observaciones particularmente interesantes sugería que e! intermediario 

responsable de este tipo de inhibición no se desplazaba más allá de los confines de la membrana 

plasmática aledaña a los canales: las corrientes de CCDV N registradas en e! modo cell-attached, no 

son inhibidas por la presencia de un NT en la solución que baña la célula, a pesar de que los 

RHH deben activarse en toda la superficie de la membrana plasmática que no esté conteruda en 

la luz de la pipeta (Forscher et al., 1986; Bemheim et al., 1991). En contraste, los CCDVN pueden 

ser inh.ibldos en un sello ce!l-allached por NT aplicados a través del electrodo (Lipscombe et al., 

1989; Hirning cl al., 1990; Elmslie el al., 1994), o en un sello escindido en configuración OIi1side-

011/ por la rápida aphcación de los NT al sello (\Xlt.lding et al., 1995). Esto demuestra que el efecto 

es "delimitado a la membrana»: toda la maquinaria molecular necesaria para acoplar el receptor al 

canal se encuentra presente en el sello (I·¡¡]Je, 1994;.J ones )' Elmshe, 1997). 

(De qué manera se establece entonces lo concxlón entre los RHI-I y los CCDV N' La respuesta 

hablb de enconLrars\.: pocos :úl0:S Lkspu~s de la car:lctcriy.:lción de una f:1rn.111:1 de proteínas 



22 

periféricas de membrana, que median el enlace intracelular entre la estimulación de un RHH y la 

producción de segundos mensajeros: las proteinas G (pG; ver I\péndice Il1.2). 

Las primeras evidencias sobre la participación de las PG en la modulación de los CCDV N son 

publicadas en 1986 (Holz et al., 1986), y a partir de entonces, la utilización de una amplia batería 

de herramientas farmacológicas ha determinado, invariablemente, la participación de las mismas 

en la inhibición de CCDVN inducida por NT (plummer et al., 1989; Bley y Tsien, 1990; Elmslie 

et al., 1990; Beech et al., 1991; Elmslie, 1992; Formenti et al., 1993; Shap'ro et al., 1994b). 

En breve, el grado de inhibición de la corriente se increment,~ cuando se utilizan 

procedimientos que estimulan la actividad de PG, y disminuye con aquéllos que la inhiben. Entre 

los primeros, cabe destacar la diálisis intracelular con análogos no hidrolizables del GTP, como el 

GTPyS. A diferencia del GTP, el cual es rápidamente hidrolizado por la actividad de GTPasa 

inherente a la subunidad a de las PG (Ga; ver Apéndice III.2) (Katada et al., 1986a,b), el GTPyS 

es un pobre sustrato de hidrólisis (Jakobs et al., 1983). Éste induce, por tanto, una activación 

persistente de PG. En consecuencia, la unión de GTPyS al sitio de unión de GTP en la 

sub unidad Ga produce una activación irreversible, e independiente de receptor, de las PG 

(Helmreich y Pfeuffer, 1976). En particular, la aplicación intracelular de GTPyS convierte los 

efectos inhibitorios de los NT sobre corrientes de CCDV N' normalmente reversibles, en 

respuestas irreversibles, siendo, además, capaz de inducir per sé una inhibición "tónica" 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; Formenti et al., 1993). 

En contraparte, la aplicación intracelular de GDP~S - el cual compite con el GTP para los 

sitios de fijación del nueleótido y "atrapa", por tanto, a las PG en conformación heterotrimérica 

inactiva - bloquea las acciones inhibitonas de los NT (Holz et al., 1986; Herscheler et al., 1987; 

Grassi y Lux, 1989; Swartz, 1993). 

Otros procedimientos que se utilizan para inhibir la actividad de PG habrían de aportar 

evidencia experimental aún más valiosa: en buena parte de las preparaciones utilizadas, la 

inhibición VD puede ser elimínada tras un pretratamiento con la toxina de la bacteria Borde/ella 
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perttlJSis (toxina perrossis; PTX). De manera similar a la toxina del cólera, la PTX transfiere el 

grupo ADP-ribosa desde el NAD+ a un residuo de cisteína cercano al carbomo terminal 

presente en algunas de las subunidades Ga (a" a" a" y en alguna de las suburudades a del tipo 

a" y a ll). El efecto de esta modificación covalente es la de desacoplar estos subtipos de PG de 

los RHH que inducen su activación. Por lo tanto, el haber mostrado que la inhibición VD 

inducida por una variedad de RHH era bloqueada por PTX permitió asociar, en algunos casos, 

subtipos específicos de PG con dicha acción (Beech et al., 1992). En muchos de estos casos, la 

inhibición VD inducida por NT involucra la activacIón de Ga,,: la introducción de PG" 

purificadas al interior de neuronas tratadas con PTX reestablece la inhibición de corrientes de 

CCDV N inducida por agonistas, en mayor grado que lo que lo hacen las PG, (Hescheler et al., 

1987; Ewald et al., 1988), mientras que la introducción de anticuerpos contra Gao son capaces de 

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

Dada la falta de intermediarios conocidos, estos resultados llevaron rápidamente a un buen 

número de investigadores a postular que el mecanismo de inhibición VD, delimitado a la 

membrana, involucraba una interacción directa entre subunidades Ga sensibles a PTX y CCDV N 

(entre otrOS, Marchetti et al., 1986; Ewald et al., 1988; Bean, 1989b; Toselli et al., 1989; Elmslie et 

al., 1990; Hirning et al., 1990; Lopez y Brown, 1991; Boland y Bean, 1993). Sin embargo, había 

una evidencia que no encajaba bien con este escenario: no toda la inhibición VD de CCDV N es 

mediada por Go Y bloqueada por PTX (tlille, 1994). En particular, se ha mostrado que la 

activación de PG insensibles a esta toxina puede inducir un patrón inhibitorio cinéticamente 

indistinguible de aquél inducido por PG sensibles a la misma (Song et al., 1989; Bernheim et al., 

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

Ikeda, 1994). 

Dos explicaciones podían dar cuenta de esta aparente inespecificidad de la inhibición VD: (1) 

Los CCDV N carecían de selectividad frente a distmtas subunidades Ga; (2) DIstintas 

subuIlldacles Ga compartían un efector común. En 1987, el gmpo ele D. E. Clapham (Logothetis 

et al., 1987) habría ele aportar, ll1directamentc, la clave para la solución ele la disyuntiva anterior. 

Controrio hosta lo que entonces se habío creído, lo sub unidad hcterocliménco 0y de las PG (G0y, 

\·cr :\péndlCc lIL2) 110 :lcru:1b;¡ como un:1 SUbllI1lchel pur:1mentc tcguhdür:\ de h :lctJ\'lebd de 
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inducida por agonistas muscarínicos~ en el músculo cardiaco (1, .Ieh; revisado en Clapham, 1994, 

1996; Clapham y Nehcr, 1997)~ Claramente, era posible concebir que la falta de especificidad 

sobre la corriente de CCDV N entre distintos tipos de PG pudiera deberse a la utilización común 

de subunidades G~y similares~ La comprobación de esta hipótesis no era trivial y habría de 

aguardar casi una década. En particular, no podia emplearse el mismo procedimiento utilizado 

para el IK .'Ch ya que las corrientes de CCDV N no se mantienen el sufió'ente tiempo en sellos 

escindidos como para poder aplicar las subunidades de las PG purificadas (Marchetti et al., 1986). 

A principios de 1996 aparecieron dos reportes simultáneos (lkeda, 1996, Herlitze et al., 1996) 

en los cuales se mostraba que la sobreconcentración de subunidades G~y en el interior de la 

célula, por transfección con el DNA que codifica (cDNA) estas proteínas (lkeda, 1996; Herlitze 

et al., 1996) o por inyección intracitoplasmática de rnRNA o de la proteína purificada (Herlitze et 

al., 1996), mimetÍza (i.e., induce cambios similares) y ocluye (i.e., inhibe la expresión de cambios 

adicionales) la modulación inducida por la activación RHH y provoca un fenotipo de corriente 

constitutivamente inhibida, similar a aquella causada por inclusión de análogos no hidrolizables 

del GTP en la pipeta de registro (Ilustr. 3). En clara oposición, la sobreconcentración de 

subunidades Ga atenúa la inhibición mediada por agonistas, lo cual es consistente con un 

hipotético secuestro de subunidades G~y (Ikeda, 1996). Desde entonces, tales observaciones han 

sido corroboradas y ampliadas por otros grupos de investigación (Shekter et al., 1997; Delmas et 

al., 1998b; Stephens et al., 1998a). De alguna manera, la hipótesis habia sido comprobada, y esto 

llevó a consolidar la idea de que el heterodimero G~y es el único intermediario entre la activación 

de un RHH y los CCDV N' y que, por lo tanto, actúa de manera directa sobre estos últimos. 

Aunque no se cuenta aún hoy dia con una evidencia terminante al respecto, varios trabajos de 

biologia molecular habrían de apoyar posterior y fuertemente esta postura. 

Los CCDV neuronales son complejos heteromultiméricos constitutivos de membrana 

(Ilustr. 4; Apéndice II). En uno de los dos trabajos pioneros en el descubrimiento de que la 

subunidad G~y es la encargada de mediar el efecto de los NT sobre los CCDV N' S. Ikeda (1996) 

senaló que una región citoplasmática que une dos de los cuatro dominios transmembranales (ioop 

l-JI; Ilustr. 4) de la subunidad principal (la subunidad al) de los CCDV que son moduladas por 

PG incluye, en su secuencia primaria, un motivo consenso (QXXER) previanaente identificada 

como sitio crítico para la unión de subunidades G~y en la adenibto ciclasa 2 (Chen et al., 1995). 
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Ilustr. 3 El heterodímero ~y de /a! proteínas G es el mediador de /a tnhibición depmdienle de volto/e de CCDV:rv' 
Enlentecimiento cinético de corrientes totales de Ca2+ - registradas en neuronas simpáticas en cultivo 
provenientes del SCG de rata - inducido por NE (a, 10 1lM), activación directa de proteínas G (b, 
mediante la dtálisis intracelular de un análogo no hidrolizable del GTP), ó por sobreexpresión 
heteróloga de subunidades J3y de las proteínas G Ce, mediante la inyección intranuclear del DNA que 
codJfica para los subtipos indicados en la figura). Barra de calibración: 500 pA Y 20 ms. 
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Casi de inmediato, se publicaron evidencias de que en esta región podria ocurrir una interacción 

entre subunidades a, de los CCDV y fly de las PG: (1) Dos regiones del loop I-JI proveniente de 

subunidades al que codifican para CCDV susceptibles de modulación VD 005 CCDV tipo N y 

P /Q; ver Apéndice 1.2) tienen afinidad in vilro por subunidades Gfly (De Waard et al., 1997; 

Zamponi et al., 1997); (2) En CCDV que no muestran inhibición por PG (p.e., los CCDV tipo 

L), la sustitución del loop 1-JI con aquel de CCDV modulables induce, en los primeros, algunas de 

las características fenotipicas de una corriente modulada por PG (Zamponi et aL, 1997; Page et 

aL, 1997); (3) Péptidos silltéticos, que contJenen en sus secuencias los sitios postulados de 

interacción del loop I-JI, son capaces de inhibir (presumiblemente por unión específica a G~y) la 

modulación causada por adiclón, tamblén en la pipeta de registro, de subunidades Gfly 

purificadas (Zampo ni et aL, 1997) o de GTPyS (Herlitze et aL, 1997). 

J\unque estas evidenCIas no demuestran que la modulación de corrientes de CCDV N se dé por 

una tnteracción alosténca entre las subunidades CBy y (X, en eI/oo/! I-IJ (Qin et al, 1997; Herlitze 

ct aL) 1997~ Dolplun, 1998), sí consuluycn un;t ('vl(1cnCl:1 de que, l!I Jlll'D, bs rcglOfH,::S de al (1'JI..: 
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Ilustr. 4 Comp/~jo aligomérico de Jos CCDV neuronales. La estructura secundaria propuesta para la 
sub unidad principal (al) establece un ag:upamiento de la secuencia primaria en cuatro dominios 
homólogos (I-IV), compuesto cada uno de seis segmentos transmembranales (ver Apéndice II). La 
estructura de la subunidad citoplasmática (B) se desconoce, pero los análisis de la secuencia de 
aminoácidos sugieren una serie de a-hélices. La sublUlidad extracelular (a~ se encuentra unida por 
una serie de puentes disulfuro (-S-S-) con la subunidad transmembranal O. Se encuentran marcados, 
sobre la subunid:a:d 0:1' los sitios de interacción de interacción con la subunidad [3 y con el 
heterodúnero ~y de las PG. El grosor relativo de las flechas indica la afinidad relativa de interacción 
entre las subunidades. 

muestran afinidad in vitro para subunidades G~y, también tienen afinidad por subunidades G~y 

libres. En un principio, estos resultados llevaron a algunos grupos (De Waard et al., 1997; 

Zamponi et al., 1997) a postular que esta región es tanto necesaria como suficiente para que se 

exprese la modulación inducida por PG. Hoy en día, existen suficientes evidencias para pensar 

que, en realidad, el loop J-JJ es una de las varias regiones de la subunidad a, que son requeridas 

para la expresión completa del f~meno (Zhang et al., 1996a; Herlitze et al., 1997; Qin et al., 

1997; Stephens et al., 1998b). En particular, hay una región de 38 aminoácidos hacia la mitad de 

la larga cola C-terminal de la subunidad a, que tiene afinidad por subunidades G~y libres in vitro, a 

pesar de que no contiene la secuencia motivo propuesta como crítica para el anclaje de la 

subunidad G~y al loop I-JI (Qin et al., 1997), y hay evidencias de quc tanto esta región como el 

dominio 1 completo (incluyendo la región N-terminal; ver Apéndice 11) son necesarios para que se 
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manifieste el fenotipo completo de corrientes moduladas (Ilustr. 4) (Zhang et al., 1996a; Qin et 

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

Aún no se conoce con precisión de qué manera lDterfiere la unión de G~y con el 

funcionatniento de los CCDV N' Sin embargo, ha sIdo repetidamente subrayado un hecho 

notable: todas las regiones de la sub unidad a, involucradas cn la unión de G~y se sobrelapan con 

las regiones de lDteracción entre las subunidades al Y ~ de los CCDV tipO N Y P /Q (Ilustr. 4). 

Por otn. parte) b expreslón forzada de subunidadcs al en ausencia de subunidadcs 0 provoca -

además de los cambIos en bs GtractcrÍsticas c:lcctrofisiológicas de las corrientes ({LIC se 

111CI1C10n:1.11 en el ¡\ pénc.hcc 11 2. - que los efectos inhibitorios de v:uios NT y ncuron10dubdorcs 

se "can aumentados (Ilélro'N et al., 1995, Roe11e et al., 1995, llounnct et al., 1996, Zlung et al., 
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1996a), mientras que, de manera opuesta, la sobreexpresión de subunidades ~ en ovocitos 

bloquea la inhibición mediada por agonistas (Roche et al., 1995, Zhang et al., 1996a, Roche y 

Treistrnan,1998). 

Aunque aún no se entiende de qué manera las subunidades ~ de los CCDVN y ~y de las PG 

pudieran alterar la sensibilidad de la subunidad a, al voltaje, es notorio que los cambios en e! 

comportamiento cinético de las corrientes que inducen las primeras son antagónicos (ver 

Apéndice H.2) a los cambios que inducen las segundas. Estas observaciones llevaron a algunos 

grupos de investigación a proponer que la inhibición VD es e! resultado de una competencia 

entre G~y y la subunidad ~ de los CCDV N pox su unión a algún sitio dentro de la secuencia de la 

subunidad a, de los mismos (ver Apéndice TI; Campbell et al., 1995; Dolphin, 1998). Sin 

embargo, la inhibición VD no puede reduCÍIse a un escenario de competencia entre ambas 

subunidades: de ser esto así, sería esperable que la inhibición pox G~y fuese nula en ausencia de 

expxesión de subunidades ~ y no que aumentara en su presencia (Zhang et al., 1996a). 

En resumen, e! mecanismo de acción que subyace a la inhibición VD parece no involucrar 

lTIJÍs de tres pasos, y ser, pox tanto, e!lTIJÍs sencillo concebible (Ilustr. 5): (1) La unión de un NT a 

un RHH induce la activación de PG; (2) La disociación de! heterotrlrnero Ga~y induce la 

liberación de subunidades G~y; (3) Estas últimas, siguiendo una vía delimitada a membrana, 

interactúan de manexa ooecta con la subunidad a, de los CCDV N. 

3.1.1.2. El Modelo 'I,villing-te!uctant'y el Fenómeno de Facilitación de Comentes de CCDVN 

"In it.r mod general flrm Ihe o/los/me mechanism is dejined by two statemro/s, 

one negative, Ihe other positive. 

1.l\To direel in/crac/ions %,!] kJild need occur be!ween lhe sllbstrate(s) 0/011 a/kJJleric pro/ein 

and Ibe "!fila/al)' metabolite which con/ro/¡ its aC/l1ity. 

2. The eJfect is entirely due fa a reversible conflmnalionaJ al/era/ion 

induced in Ihe protÚI1 when il binds Ihe specific effictOT. " 

J. Monod,J. P. Changeuxy F. Jacob, 1963 

Según la discusión anterior, el mecanismo de acción propuesto para explicar b inhibición VD 

sugiere que, en analogia con la regulación de la dependencia de sustrato que guardan ciertas 

enzimas (Monod et al., 1963, 1965), la modulación se lleva a cabo por un mecanismo alostérico 
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Ilustr. 6 La inhibición dependiente de vol!,!je resulta de un corrimiento en la dependetlcia de vo/leye de la activaciófl de 
los CCDVN Inhibición inducida por NE (30 ~1\.1) de corrientes totales de Ca2+, registradas en una 
neurona sensonal en culuvo proveniente del DRG de rana. Los valores que se encuentran en la parte 
superior de los trazos en a indican el valor del potencial en el pulso de prueba. Los páneles inferiores 
muestran las curvas I-V para la corriente durante el pulso de prueba (h) y de la cola de corriente 
registrada durante la repolarización de la membrana tras el ftn de clichos pulsos Ce). 
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(Bean, 1989b). ¿De qué manera repercute esta interacción 'proteina-proteína' en el 

funcionamiento de los CCDV N en forma tal que se altere el curso temporal y la dependencia de 

voltaje de la activación de la corriente que transportan?, ¿Qué tipos de cambios en la cinética de 

los canales induce la unión de subunidades G~y? 

De las muchas teonas, y esquemas cinéticos asociados, que han sido invocadas para dar 

explicación a los fenómenos asociados con la inhibición VD (p.e., Marchetti et al., 1986; Grassi y 

Lux, 1989; Kasai y Aosaki, 1989; Swandulla et al., 1991; Kasai, 1992; Pollo et al., 1992; Golard y 

S!egelbaum, 1993), ninguna ha probado tener la capacidad explicativa y predictiva que tiene el 

modelo "wi!/ing-re/J1ctani' (ver adelante) propuesto por B. P. Bean (1989b). De hecho, a pesar de 

que han pasado ca S! doce años desde su planteamiento original, esta teona constituye el marco 

conceptual más extensamente utilizado para explicar las características funcionales claves de esta 

forma de modulación de CCDV. 

La ObSC1-";:lCIÓn ccntr:11 que [u!1ebmcnta <11 1110dclo aludido e$ h siguiente, Las curV:1S de 

:lCt1\->;lClón de conlentes de: C:CDV - traz:H.bs a paUtt' de las. contcnt~s dI..: coh tcgbLt:v .. bs:\l (!!] de 
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pulsos de prueba a varios potenciales (ver Apéndice 1.1) -, que son bastante slillétncas con 

respecto al punto medio de activación máxima en condiciones basales, en presencia de un NT se 

vueh-en claramente bifásicas, con un componente similar al control (pero fuertemente reducido) 

en un rango de potenciales medianamente despolarizantes, y un nuevo componente que satura a 

potenciales sumamente despolarizantes (Ibstr. 6). El hecho de que el valor de corriente máxima 

registrada en este último caso alcanzase valores semejantes en ambas condiciones, llevó a B. P. 

Bean a postular que, la mayor parte de los canales se encuentran aún funcionales tras el 

tratamiento con NT y que, por tanto, la inhibición no podia ser entendida en términos de una 

reducción en el número de canales funcionales. "Más bien, una fracción de los canales parece S¡1rir un 

corrimiento en la dependencia de voltaje de manera que ya no puedan ser abiertos por pequeñas o moderadas 

despolari'(!1ciones pero que aún puedan ser abiertos por m1!J grandes despo/ari'(!1cione!' (Bean, 1989b). 

En estos términos, la población de CCDV N podia ser concebida como compuesta por dos 

sub-poblaciones en equilibrio dinámico. Cada una de ellas puede ser representada por un modo 

de apertura (ver Apéndice 1.1.4) distintivo. Dado que, ni la dependencia de voltaje de la 

inactivación, ni la conductancia unitaria de los CCDV N' son afectadas por la presencia de NT, la 

diferenciación entre ambos modos operativos distintivos fue establecida por Bean 

exclusivamente en términos de la probabilidad con la que se abririan frente a una despolarización 

moderada: un modo willing (W; "dispuesto") de alta probabilidad de apertura, característico de 

canales no inhibidos, y un modo reluctan! (R.; "reticente"), inducido por la unión de PG, en el cual 

se requiere de despolarizaciones más fuertes para abrirlos (Ilustr. 7 A). 

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 de! equilibrio de la 

reacción, dependiente de la concentración de PG activas ([PG]), hacia el modo re/l/clanl (Bean, 

1989b; Ilustr. 7 A). Esta aplicación directa de la ley de acción de masas, operando en sentido 

inverso, es invocada en el modelo para explicar la fase de lenta activación de la corriente que se 

presenta durante despolarizaciones largas a potenciales medianamente despolarizantes. Una 

despolarización de este tipo produciría, en los primeros milisegundos, la activación de la gran 

mayorL~ de los canales en el modo willing, pero prácticamente ninguna activación de canales en el 

modo reluctant. Sin embargo, si la interconversión de los canales entre ambos modos operativos 

es lo suficientemente rápida, la reducción en e! número de canales wz¡ling en el estado cerrado 

(C\\) provocatia la rápida conversión de canales relullan! cerrados (C.) al estado Cw seguido de su 
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Ilustr. 7 El modelo willing~reluctant de la mhibtción del/mz/ada a membrana de los CCDVN , A Las 
constantes de velocidad (en S·l) derivadas del análisis de comentes macroscópicas por Elmslie et al, 
1990, están dadas por k 1 = 200 e+006(V+5) y k -1 ::: 200 e -006(V+5), Cw y 0w representan los estados 
wi/ling cerrado y abierto, respectivamente. e R y 0R representan a los estados re/ucJanl cerrado y 
abierto, respectivamente. Las transiciones verticales, que corresponden al pegado y desunión de G~y, 
son consideradas independlentes de potencial. El cambio en la afll1idad de esta interacción entre los 
estados abierto y cerrado está representada esquemáticamente por la longttud relativa de las flechas de 
transición. B Cada modo de apertura está diferenciado en términos de la probabilidad de que un 
canal sea abierto durante una despolarización a un voltaje dado (P J. En el modo wi//mg (\"q) los 
canales son activados rápidamente por pulsos de voltaje medianamente despolarizan tes, mientras que 
en el re/uetan1 (R). los canales reqmcren de despolarizaclOnes mucho más grandes y tienen una 
dependenCia del voltaje menos marcada. En cada modo se :lswnc que los canales tienen una CUlva de 
actlvaClón dada por una funCión de Boltzmann (ver texto), de manera que la cutva de activación de 
una población hcterogéne:1 es representada por 1:1 suma de Jos [unciones independientes de este tipo. 
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rápIda activación (0\\), en el curso de una despolarización prolongada. EIlcnto desarrollo de la 

comente sería, por lo tanto, un reflejo directo no solamente de la conversión rell/ctant -> lvilling 

sino tanlbién del tránsito forzado de los prinlcros a través de un núnlero lnayor de estados 

cerrados (C" -> CII -> 0\\.; Ilustr. 71\). En último término, dada una despolarización lo 

suf'i.ClcntCl11entc fuerte como p:U:l abnr todos los canales en el ¡nodo llld/ing, Virtualmente todos 
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los canales que se encontraban iniciall11ente en el modo reluclanl también se abrirían 

eventualmente (Bean, 1989b). 

Finalmente, se asume que, en cada modo, los canales tienen una curva de actIvación 

independiente dada por una función de Boltzmann de la forma: 

P(V) = ~~",V,,,) 
1 + e k 

donde P =, corresponde a la máxima probabilidad de apertura, Vos es el valor del voltaje al que se 

alcanza la mitad de dicho valor - esto es, el punto de inflexión de la curva -, y k es la sensibilidad 

relativa a los cambios de voltaje - que corresponde a la pendiente de la parte lineal de la curva -

(Ilustr. 7B, curvas continuas). 

Una implicación directa de la suposición anterior de! modelo es que, una población mixta de 

CCDV", compuesta tanto por canales en modo willing como en modo rel¡¡clanl, tendria una curva 

de activación claramente asimétrica con respecto a Vo.s, y podría ser -descnta con una función 

compuesta por la suma de dos ecuaciones de Boltzmann (Ilustr. 7B, curvas punteadas). El 

componente de esta sumatorÍa con Vo.s más negativo correspondería a la curva de activación de 

canales wz¡ling, mientras que el restante correspondena a la activación de canales re!¡¡clanl. 

Al año siguiente de la publicación antenor, Elmslie et al. (1990) incorporaron al modelo de 

Bean una vía de transición adicional entre ambos modos de apertura: a través de los estados 

abiertos respectivos. Esto es, en su versión del modelo willing-reluclanl, e! intercambio modal 

puede ocurrir tanto entre canales cerrados como entre canales abiertos. Sin embargo, la constante 

de equilibrio de la transición entre estados cerrados favorece al modo rel¡¡clanl, mientras que 

aquella de los estados abiertos favorece al modo willing (Ilustr. 7A). Esta aportación, trivial a 

primera vista, tiene profundas repercusiones en la fisiología de los CCDV N' y era absolutamente 

crucial para dar cuenta de un fenómeno denominado "facilitación" (Ilustr. 8). 

El razonamiento que justifica lo antenor es e! siguiente. Si existe una vía de interconversión 

entre ambos modos a través de los estados abiertos (OR B 0IV), Y si la constante de equilibrio de 

esta transición favorece al estado 0\\, entonces, dada una despolarización de amplitud y duración 

suficientes como para activar la mayor parte de los canales, habrá un movimiento neto de canales 



lHRH and GTP-"(-S Modify Calcium Current 
Activation in Bullfrog Sympathetic Neurons 
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Ilustr. 8 La inhibición depmd!e!lle de voltaje de CCDVN es Iransitonamenle revertida por una fuerte y breve 
despolaázación de la membrana. FacilitacIón de corrientes de totales de Ca2+ - regtstradas en neuronas 
simpáticas en cultivo provenIentes de los ganglios paravertebralcs de rana - en presencia de LHR.H en 
la solución externa CA, 100 nM a dos tiempos distintos) ó de GTPyS en la solución interna (B, 100 
¡.tlv1). Nótese, en la parte mfenor del panel A, el prepulso a +70 mV que separa a los dos pulsos de 
prueba idénticos utilizados para evocar la cornente. 
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a través de la vía eR -7 0R -7 0w durante este estímulo_ Tras el fin del pulso, los mismos canales 

seguirían, una ruta 0" -7 ew -7 eR (llustr. 7 A). Supongamos que dicho pulso fuertemente 

despolarizan te (el ''prpll!SO'' del protocolo de fijación de voltaje; Ilustr. 8), es sucedido un pulso 

de prueba medianamente despolarizante - que en condiclOnes normales activaría exclusivamente 

canales wi!!ing - con un intervalo de tiempo lo suficientemente breve como para prevenir que los 

canales alcancen el estado eR• En tal caso, habrá un incremento neto en la población de canales 

reclutablcs por el pulso de prueba - respecto de un pulso idéntico aphcado sin el prePIl!so - el cual 

será directamente proporcional a la cantidad de canales previamente mhibidos (llustr. 8; Elmslie 

et al., 1990). Un aumento en la amplitud de la corriente - acompañado de un reestablecimiento 

de las cméticas de activación normales de la misma - es Justamente lo que ha sido observado 

repetida y sistemáticamente por todos los estuchas que han utilizado dicho protocolo en 

condiciones que favorecen la activación de vías inhibltorias VD (llustr. 8). 

1\1 fcnó¡TIcno descrito se le dCnOlTIma "fnól1taclón por pnPlllwj de cornentes de CCDV N" 

Éste ha SIdo repetidamente observado con la inclUSIón de GTI', y su homólogo no-hldrolizablc, 

GTl'yS en la pipeta de registro (Ikeda, 1991; Swartz, 1993; Zhu e lkecla, 1994; ]-lcrhtze et al, 

1996; Stcphens et al., 1998a), tras lo sobreexpresión de subul1ldadcs epy, )' en presencia de NT y 

hOrrn011:1:5, que :lCtlY:l11 RI--lH :1copbdos :l \'ÍJS de lnhlblC1Ú!1 \'1) :\ su \'C7, el fcnónlcno es 
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encuentra todavía melina da haCIa el modo willwg durante el pulso de prueba slgUlente, 

dando como resultado la facilitaCIón de la corriente. 

Este cuadro simple, a pesar de que sigue sin haberse comprobado (Bean, 2000), ofrece una 

explicación satisfactoria para una variedad de cambios complejos en la cinética y en la 

dependencia de voltaje de las corrientes. Sin embargo, ¿Cuáles son las evidencias experimentales 

en las que este modelo se sostiene? 

Las siguientes implicaciones necesanas del modelo han sido observaciones experimentales 

frecuentes: 

1) La constante de tiempo con la que se desarrolla la reinhibición ("cinJ de los canales tras 

un prepulso es dependiente de la concentración de [pG] e independiente de voltaje a 

potenciales donde los canales están mayoritariamente cerrados (Lopez y Brown, 1991; 

Golard y Siegelbaum, 1993; Elmslie y Jones, 1994; Ehrlich y Elmslie, 1995; Jones y 

Elmslie, 1997; Zamponi y Snutch, 1998). 

2) La constante de tiempo del curso temporal de la facilitación ('r,J es función 

inversamente proporcional del potencial de membrana, e independiente de [pG] (Kasai, 

1992; Elmslie y Jones, 1994; Ehrlich y Elmslie, 1995;Jones y Elmslie, 1997). 

3) La amplitud de! componente de activación lenta es dependiente de [pG], pero la 

constante de tiempo con la que éste se activa ('"J es independiente de aquélla (Kasai, 

1992; Pollo et al., 1992; Elmslie y Jones, 1994). 

4) A potenciales muy despolarizantes, 'u, < 'r" (Boland y Bean, 1993; Elmslie y Jones, 
I 

1994). 

Los efectos de [pG] sobre '=h y 'r" pueden ser cualitativamente explicados si se asume que 

las transiciones willing +7 relucfanf están gobernadas por una reacción bimolecular simple -

independiente de voltaje - en la que la reacción de unión depende de la concentración de 

reactantes pero en la que su separación es independiente de ésta (Elmslie y Jones, 1994; EhIrich y 

Elmslie,1995). 

Entonces, si las PG se unen a los CCDV y si la unión-separación es e! paso limitante de la 

reacción, la constante de tiempo de la reacción global está dada por: 
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donde k es la tasa de uruon y k,o es la tasa de separaCIón, En el modelo wz//zno-reludol/I, las 
M ~ o 

constantes de velocidad, km, Y k'/f' varían como función del voltaje como consecuenCIa duecta 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 afInidad de los CCDV N por las PG es máxima y una 

buena parte de ellos pueden ser inhibidos. Por lo tanto, k",[PGJ > k.¡p Y las alteraciones en la [pGJ 

afectan fuertemente la constante de tiempo resultante ('"m¡,)' Por otra parte, ya que la mayor 

parte de la inhibición puede ser revertida por voltaje, a valores de potencial muy positivos k'!l! 

> > > km" Y la constante de tiempo de la reacción ('rr.,J estará dominada por k,1ft de manera que las 

variaciones en [pGJ tendrán poco efecto sobre ésta. 

Según lo anterior, la dependencia de [pG] de '"mh implica que: (1) La velocidad de 

establecimiento de la unión PG-CCDV N está gobernada por ley de acción de masas y es 

favorecida por el estado de! canal; y (2) Que los canales se vue!ven no-modulados durante el 

prepu!so (Elmslie y Jones, 1994). Por su parte, e! hecho de que ',,, < 'roo a valores de potencial del 

prepulso que generan facilitación máxima (punto 4), implica que los canales inhibidos primero se 

activan y luego facilitan. Esto último apoya la suposición de que las PG se disocian más 

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

Los datos que han sido obtenidos del registro de canales úrucos han mostrado que las PG no 

afectan la conductancia unitaria de los canales, y, además, los efectos en la cinética de los mismos 

han probado ser completamente interpretables en el marco del modelo descrito. (EvIdentemente, 

el diagrama de la Ilustr. 7 A es una simplifIcación: se requiere de más de dos estados posibles por 

modo de apertura para describir el proceso de activación completa de las corrientes de CCDV; 

ver Apéndice !.lA y sección 9.5 de la DiSCUSIón). ll. potenciales por debajo del umbral de 

activación de la población re/lIc/tlll/, la vía de activación de los canales modulados SIgue, 

prinCIpalmente, una mta de "mtercambio preferencial" (Pacil et al., 1996), en el cual el despegue 

de las PG pledomina antes de <Iue eXIstan :lpcrtur:lS n:/1II1{lI// :lprcClablcs (C" -:> C\\ -:> 0\\). Esto 

es, los regIstros llcvados a cabo en este rango de potenci:llcs, han mostrauo t1UC los NT G1Usan 

una nurcatla rcducción en la prob:1btlldacl ele apcrrtu:1, elcbtda :1 un pronunci:1do :1tuncnto -
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completamente reversible por p"p"lsOJ - en la latencia a la primer apertura (Carabelli et al., 1996; 

Patil et al., 1996; Colccraft et al., 2000; Lee y Elmslle, 2000) . 

.1.\ potenciales más positivos, existe un escenario de "intercambio permisivo" (patil et al., 

1996), en el que despolarizaciones 10 suficientemente fuertes son capaces de llevar a los canales 

"I"ctant a abrirse apreciablemente antes de que las PG tengan tiempo de despegarse CCR -7 0R; 

Elmslie et al., 1990; Boland y Bean, 1993). Las aperturas rel"ctant son característicamente breves 

y van seguidas de largos tiempos de cerrado (Lee y Elmslie, 2000) que preceden a menudo a una 

transición hacia un modo de apertura de alta probabilidad (Colecraft et al., 2000; Lee y Elmslie, 

2000). 

A la luz de las observaciones que llevaron a proponer que las subunidades G~y son necesarias 

y suficientes para inducir modulación VD de los CCDVN (ver 3.1.1.1), y con las evidencias que 

establecieron la hipótesis de que la inhibición es el producto de una interacción directa entre 

ambos (Miller, 1990; Hille, 1994; Diversé-Pierluissi et al., 1995; Wickman y Clapham, 1995), es 

posible plantear el modelo willing-rel"ctant (Ilustr. 7 A) de la manera en la que se esquematiza en la 

Ilustr. 9. Según ésta, la asociación directa de un complejo G~y con una o más regiones del 

CCDV N sería la responsable de que el canal pasara del modo de apertura willing a uno rel"ctant. 

Por su parte, la facilitación de las corrientes de CCDV N por prep"lsos dependería de la remoción, 

durante la fuerte despolarización, de la interacción entre G~y y el CCDV N' 

3.1.1.3. Inhibición Tónica 

El grado de facilitación de corrientes de CCDV N que induce un prep"úo es hoy día 

universalmente considerado como una medida directa del grado de inhibición VD (ver 3.1.1.2) 

inducida por PG. El establecimiento de esta correlación causal proveyó, la herramienta 

experimental por excelencia utilizada en la investigación de los mecanismos involucrados en la 

inhibición de los CCDV neuronales (de tipo N y P /Q), y permitió también una explicación 

racional al fenómeno de la "facilitación basal" que hasta entonces se había tenido por paradójico 

en la literatura. 

El pruner reporte del fenómeno de facilitación de corrientes de Caz
+ por prep"lsos 

despolarizantes es tan antiguo como el aislamiento mismo de la corriente mediante la técnica de 
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Ilustr.9 1I1terconvemón entre modos de apertura willingy reluct~;nt inducida por la limón de Cj3y con la subunidad 
principal de los CCDV¡\., La interpretación molecular del modelo wi//tng-reluc1an! sostiene que los canales en 
el modo de apertura re/¡¡clanl se encuentran unidos a G~y) mientras que aquéllos en el modo wi/ling se 
encuentran libres de éstas Una despolarización moderada rápidamente lleva a la "'pertura de canales 
wi/ling. En contraste, los canales rduelanl requieren de despolarizaciones más fuertes para ser abiertos. 
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pa/eh.clamp. En uno de los dos trabajos pioneros contemporáneos, el grupo de E. Neher reporta 

dicho fenómeno en células croma fines bovinas en cultivo (Fenwick et al., 1982) y subraya el 

contraste que establece este comportamiento de los CCDV con lo que se hubiese esperado de 

una analogía directa con la respuesta al voltaje de otros canales iónicos. En 1984, el grupo de S. J. 
Smitb Y J. Rothlein (Hoshi et al., 1984) repite la observación en la misma preparación y plantea 

su posible vinculo con la facilitación de la liberación de catecolaminas inducida por estimulación 

repetitiva. Sin embargo, estos trabajos sugerían que e! fenómeno era producto de reacciones 

intrínsecas a los propios CCDV. 

La estandanzaclón de! protocolo de p¡rpl/!sos por K. S. Elmshe y S. W. J ones (Elmslie et al., 

1990) para el estudio de la inhibICión inducida por NT (Ilustr. 8), llevó al grupo de !I. C. Dolphin 

(Scott y Dolpb.in, 1990) a postular la lupótesis obvia que vinculo al fenómeno reportado por el 

grupo de Noher con el conocimiento que se había acumulado sobre lo modulación lnducida por 

NT· b fílCllitílción ele CCDV se origin:1 a partir de UIU "mhibicIÓI1 tónica" por pe; b:1saltncntc 

:lCt1\':1S en ausencia (k csumubClón c:xpcnmcnt:¡! 1,:1 dl'mOsrr:lclón fornul de cst:1 CXpbCíl(!Ón 

:1p:1rccc al :1Ílo slgUICIHc l'l1UI1 j':1ctlculoso y eX!1:l11:-11\'O CSlll<..]¡O de S. R lkc<b (1991) en ncurOI1:1S 
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del SCC; de ratas adultas. El autor del11ucstra que el fenómeno que se observa en condlCiones 

basales comparte todas y cada una de las característIcas electrofisiológtcas gue se habían dcscrlto 

para la inhibición induClda por NT. Más aún, la exquisita correlación en la sensibilidad 

farmacológica de ambos fenómenos a la diálisis intracelular con un inhibidor o un activador 

directo de PG (GDP~S y GTPyS, respectivamente), aportó la evidencia final para vincularlos en 

un sustrato bioquímico común. 

Un número importante de trabajos que han aparecido desde entonces, ha reproducido 

sistemáticamente la observación anterior (p.e., Kasai, 1991; Swartz, 1993; Yang y Tsien, 1993; 

Luebke y Dunlap, 1994; Zhu e Ikeda, 1994) y han llevado a la consolidación de que, al menos en 

cultivo, los CCDV N suelen encontrarse en un moderado (generalmente menor al 10%) nivel de 

inhibición tónica. La sensibilidad al voltaje de esta inhibición ha llevado repetidamente a la 

especulación sobre su posible vínculo con el fenómeno de facilitación de la liberación de NT que 

se ha observado tras la estimulación repetitiva de ciertas terminales nerviosas. Sin embargo, las 

dos preguntas fundamentales que saltan de inmediato a la mente siguen sin explicación 

fundamentada alguna: ¿Es este fenómeno inducido por las condiciones en las que se desarrollan 

los cultivos neuronales o representa un fiel reflejo de lo que ocurre in sit,,? En cualquier caso, 

¿Qué - y cómo -lo origina? 

No vale la pena repetir aquí todas las especulaciones que se han planteado como explicación 

de lo anterior, puesto que aún no hay evidencia experimental que las sustente. La :única 
• 

excepción está dada por una evidencia negativa: mientras que la inhibición sensible al voltaje que 

induce la activación de un RHH es - en la mayor parte de los casos - sensible a PTX, la 

inhibición tónica no puede ser removida por dicho tratamiento. Por tanto, parece poco probable 

que sea mediada por PG de las familias Go o G, (Ikeda, 1991; Kasai, 1991; Swartz, 1993; Zhu e 

Ikeda, 1994). 

3.1.2. Vías de Inhibición de CCDV N Independientes de Voltaje 

Con excepción de algunos casos aislados, y que parecen estar confinados a estudios llevados a 

cabo en sistemas de expresión (p.e., Kasai, 1992; Pati! et al., 1996), la inhibición de CCDV N 

neuronales inducida por NT no puede ser descrita en su totalidad por modelos exclusivamente 

dependientes de potencial, en los que se encuentre implicita la suposición de que la modulación 
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Ilustr. 10 La i"hibiaón independw1lf de voltaje corresponde a la porción de la inhtb:ción lolal que no es rever/ida por 

un prepuIso. A Cornentes totales de Ca2+ - registradas en neuronas sensoriales en culuvo 
provenientes del DRG de pollo - evocadas por pulsos de 50 ms a O m V en ausencia (CON) y 
presencia de NE (100 ¡.t1v1). B Trazos de le ... superpuestos, en ausencia y presencia de NE. El trazO 

marcado con * fue tomado en esta última condición tras un preplllJo de 30 ms a +80 m V. La 
dtferencia entre los trazos marcados con CON y * (región sombreada en C) es tomad-¿ como el 
componente de inhibición independiente de voltaje, mientras que la dtferencla entre los trazOS 
marcados con NE y '" (región sombreada en D) es tomada como el componente de inhibición 
depenruente de voltaje (y asociado con un enlentecímiento cinético). 
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involucra un único proceso homogéneo (Luebke y Dunlap, 1994). La afirmación anterior parte 

de dos evidencias experimentales principales: (1) La reversión de los efectos inducidos por NT 

por potenciales despolarizan tes es generalmente incompleta (Marchetti et al., 1986; Grass! 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 fracción variable (de entre el 10 Y el 30%) de la 

inhibición permanece incluso a potenciales sumamente despolarizados (Grassi y Lux, 1989; 

Elmslie et al., 1990; Beech et aL, 1992; Boland y Bean, 1993; Formenti et aL, 1993; Luebke y 

Dunlap, 1994); (2) Al menos parte de la reducción de la comente de CCDV no está asociada con 

un enlen/edmiento de la cmética de activación (Dunlap y Fischbach, 1981; Porshccr y Oxford, 1985; 

Bernheim et aL, 1991; Becch et aL, 1992; Diversé-Picrluissi y Dunlap, 1993; Pormenti et al., 1993; 

Luebkc y Dunlap, 1994) (Jlust!. 10). 

Como conSCCUCllCl8. directa del primer punto, b (l¡srupción transitoria de b InhibicIón que 

mducc un pn:Pll/.Io es gencr:11mcntc incompleta, :lún con la utilIzación de un Plotocolo de \"olt:1Jc 

l¡tlC indllzcl f:lcdlt:lCH')I1 m:lXll1l:l (l'Jmslic ct :d, 19:JO; Bobncl y lk:l!1, 199 ")). H.C::>Ult:H.lO del 
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segundo es que una disminución sustancial de la amphtud de la corriente permanezca al fInal de 

despolarizaciones con duraciones de varias veces la constante de -¿erupo calculada para el 

componente de acuvación enlellteáda (Boland y Bean, 1993; Luebke y Dunlap, 1994). J\mbos 

efectos están interrelacionados: la inhibición de la corriente que no es revertida por tiempo, 

tampoco lo es por voltaje, de manera que, en corrientes en las que se presenta un enlenteámiento 

cinético, se observa una dramática atenuación de la inhibición por prep,,!sos y, en contraste, en las 

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

Más aún, en una misma preparación, ciertos RHH se encuentran asociados a vías de 

señalización que inducen una disminución de la amplitud corrientes de CCDV N principalmente 

asociada con cinéticas de activación enlentecidas y fuerte sensibilidad al voltaje, mientras que la 

activación de otros RHH desencadena una reducción porcentual insensible al voltaje y no 

asociada con alteraciones cinéticas (Beeeh et al., 1991, 1992; Bemheim et al., 1991, 1992; 

Formenti et al., 1993). 

Es universalmente aceptada la interpretación según la cual todos :os fenómenos anteriores 

son manifestaciones de que existen al menos dos patrones de inhibición que convergen en 

CCDV N: aquél que induce una modulación VD, y otro, distinto, que reduce la corriente de 

manera independiente de voltaje (VI, por zoltage-independent; Hille, 1994). Del primero son 

características distintivas el enfentecimiento cinético y la reversión por voltaje, mientras que el 

segundo engloba todo aquello que no comparte ambas características (Ilustr. 10; Luebke y 

Dunlap, 1994). 

La falta de alteraciones cinéticas en la inhibición VI le ha valido la denominación a!temativa 

de "inhibición de estado estacionario" (steacjy-state inhibition; Luebke y Dunlap, 1994). Valga hacer 

notar que, si bien la presencia de alteraciones cinéticas indica inequivocamente la presencia de 

una inhiblción 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 contribución al comportamiento global de la corriente sea signifIcativa dentro de los 

tiempos relativamente cortos de los pulsos de voltaje normalmente utilizados para estimularla 

(J ones y Elmslie, 1997). Sin embargo, el patrón de dependencia del voltaje puede ser utilizado 

como índice claro del grado de contribución relativa de cada vía. Hay dos maneras de cuantificar 
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esto: (1) Trazando curvas de activaClón de la corriente; (2) Analizando el efecto de un protocolo 

de "olta)e que incorpore un prepl/úo. 

Generalmente, ambos métodos dan resultados cualitativamente similares. Aquellas 

lIlhibiciones que no son revertidas por prepulsos tampoco alteran la dependencia de voltaje de la 

corriente remanente. Sin embargo, úrucamente la comparación directa entre la magnitud de la 

lIllubición a diferentes potenciales, en registros de corrientes de cola, puede ser tomada como 

una estimación cuantitativa del grado relativo de contribución de ambas, por lo siguiente. La 

reinhibición de los canales tras la facilitación se desarrolla de una manera dependiente de la [pG] 

(ver 3.1.1.2), con una constante de tiempo del orden de 30 a 50 ms a dichos potencIales (Lopez y 

Brown, 1991; Golard y Slegelbaum, 1993; Elmslie y Jones, 1994). Por lo tanto, una repolarización 

de 15 ms puede causar una reinhibición de entre el 40% y el 25% de la corriente, con una 

subestimación consecuentemente proporcional de la inhibición VD. 

3.1.2.1. Sustrato Bioquímico de la Inhibición Independiente de Voltaje de CCDVN 

Al igual que la inhibición VD, la inhibición VI inducida por NT es mediada por activación de 

PG (Carbone et al., 1998). Si en el primer caso la expresión de la modulación es debida a una 

interacción chrecta PG-CCDV N' ¿De qué manera se establecen los efectos VI? La respuesta es 

directa: aún no se conoce el00s) mecarusmo(s) responsable(s) de generar dicho patrón inhibitorio 

en CCDVw 

En 1986, el grupo de K. Dunlap publica la observación de una depresión de corrientes de 

Ca'· en DRGs embnonarias de pollo tras breves exposiciones a estimuladores de la PKC (ver 

3.1.1.1; Rane y Dunlap, 1986). La reducción observada fue rápIda, completamente reversible, y 

no estaba acompaüada por cambios evidentes en la dependencia de voltaje de la activación o en 

la cinética de la corriente. Estas características prácticamente reproducían a la perfección las 

características de la i.nhibición VI (ver 3.1.2). Los resultados llevaron a los autores a sugerir que la 

PKC podría ocupar cllugar del vínculo desconocido entre ]U-lB y CCDV N (Diversé-Pierluissl y 

Dunbp, 1993; Dlvcrsé-PlerlUlssi et al., 1995,2000). 

El rcportt: anterior habrÍ:1 de generar U!1:1 profunc.b cIIVergCl1Cl:l de opiniones :tI respecto entre 

lo~ l11\"cstlg.ldorcs en e~t(' cunpo. 1.:1 [1:11 [l(IP:1(I(')11 de 1:1 PKC flle C1VOrCC1(b por :dgl1l1:1S 
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publicaciones (p.e., Rane et al., 1989; Doerner et al., 1988). En otros estudios no se observaron 

los efecros reportados ru con ésteres de forbol ni con diacilglicerolcs srntéucos, así como 

tampoco pudo bloquearse por inhibid ores de la PKC la modulación inducida por PG (Dolphin 

et al., 1989; McFadzean et al., 1989; Wanke et al., 1987). Aún más, una complicación adicional 

que subsiste es que los ésteres de forbol y los análogos del diacilglicerol pueden ejercer efectos 

inhibitorios no específicos e independientes de la activación de la PKC sobre CCDV N 

(Hockberger et al., 1989; Doerner et al., 1990; Abrahams y Schofield, 1992). Así, en el mejor de 

los casos, si el fenómeno observado por el grupo de Dunlap fuese genuino, representaría un 

fenómeno específico de la preparación analizada (Ikeda y Dunlap, 1999). 

Durante la primer mitad de la década pasada, el grupo de B. Hille dedicó una gran cantidad de 

investigaciones para tratar de identificar la vía de transducción de señales responsable de inducir 

la inhibición VI de comentes de CCDVN en neuronas simpáticas (Beech et al., 1991, 1992; 

Bernheim et al., 1991; Mathie, 1992; Shapiro y Hille, 1993; Shapiro et al., 1994a,b; Wollmuth et 

al., 1995). Si bien el monumental trabajo realizado por este grupo habría de fracasar en su 

objetivo primario, el conjunto de los resultados que presentaron planteó un escenario de vías 

inhibitorias, convergentes en CCDV N' enormemente complejo (revisado en Hille, 1994). En 

particular, estas investigaciones mostraron que la producción de un patrón inhibitorio VI no 

involucra a una única vía de señalización intracelular, sino que puede ser dividido, a su vez, en 

dos procesos modula torios independientes (Beech et al., 1992). 

La separación anterior se basa en los siguientes criterios: (1) RHH involucrado; (2) Velocidad 

de establecimiento de los efectos; (3) Sensibilidad a quelantes intracelulares de Ca2+; (4) 

Dependencia de segundos mensajeros (Hille, 1994). En estos términos, el grupo de B. Hille 

utilizó la nomenclatura de sman (por no\V 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 activación de algunos receptores muscarinicos (M,; Bernheim et al., 1992) y de 

angiotensina (AngioII; Shapiro et al., 1994a), que utiliza algún segundo mensajero (aún 

desconocido) capaz de difundir hacia un sello on-cel! (Bcrnheim et al., 1991), y que, aunque no 

desencadena una elevación de [Cl+]" es parcialmente sensible a concentraciones intracelulares 

elevadas de quelantes de este catión (Beech et al., 1991). La via restante, a h que bautizaron con 

el nombre de jan (por ''fost and not [voltage-dependent]"; Bernheim et al., 1991), establece sus 

efectos rápidamente «1 s; Bernheim et al., 1991) tras la activación de ciertos RHH por NE 
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(Beech et al., 1(92), por sustancia P (Shapiro y Hille, 1(93) o por pohpéptido pancreátIco 

(Wollmuth et al., 1(95), es delimitada a membrana, e insensible a quelantes de Caz,. 

Es innecesario agregar que, así como no se ha poclido establecer la naturaleza bioquúnica 

exacta de ambas vías modulatorias, tampoco se conoce el mecanismo preciso por el cual se 

desencadena un pattón inhibitorio VI. En registtos de la corriente de CCDV N inclividuales, una 

actividad mlubitoria VI ha sido correlacionada con un pronunciado aumento en registtos con 

activ1dad nula durante un pulso de voltaje en presenCIa de NT (Mathie et al., 1992; Carabelli et 

al., 1(96). 

En la única hipótesis formal que existe para explicar este fenómeno, K. S. Elrnslie y S. w. 
Jones (1997), lejos de asumir que alguna moclificación covalente desconocida pucliera secuesttar a 

los canales en un supuesto estado inactivo, no-conductor (Mathie et al., 1992; Luebke y Dunlap, 

1994; Carabelli et al., 1(96), plantearon que aquella parte de la inhibición VI que corresponde a la 

vía Jan podría tener su origen en un mecanismo idéntico al planteado para explicar la inhibición 

VD (ver 3.1.1.1): la interacción clirecta de PG activas ~as subunidades G~y) con los CCDV N-

¿De qué manera sería esto posible? En la versión de estos autores del modelo willing-reluc!ant 

(versión que es la que permanece vigente hasta nuesttos clias; ver 3.1.1.2), la facilitación de 

corrientes durante un prepulso es explicada en términos de una vía de equilibración OR B OIV· 

Esta reacción en equilibrio implica que la interconversión entte ambos modos de apertura es 

incompleta. Por lo tanto, está implícito en el modelo que, incluso ttas despolarizaciones 

máximas, una porcIón de los canales regresarán al estado cerrado a ttavés de una vía OR -> CR• 

Esta es, el modelo willing-relJ/ctant contempla y explica que la reversión de la inhibición por 

preplllJos sea parcial. Justamente, ésta es una de las características clistintivas de una reducción 

''VI'' de la amplitud de la corriente durante el pulso de prueba subsiguiente (ver 3.1.2), y es 

remarcable que, frecuentemente, en registtos de activldad unitaria, los p,"p"lsos no reviertan la 

disminución en la probabilidad de apertura que induce la presencia de un NT en la pipeta de 

registro (Carabelli et al., 1996; Lec y Elmslic, 2000). 

En el modelo de K. S. Elms]¡e y S. W. Jones, el modo de apertura ,rllIIlal/! está 

oloquÍlrIlCll1H,:ntl' cll:\ctcriz:1<.lo por una 1I1tcr:lCC¡Ón :dosttnc:l cnln . .' P(~ y CCDV~. En estüS 

ténnmos, los l:stados Jblcrto y ct:1Tado son chsungu.H.los por <..lIfctcncl:l.s en b aftni<..bd con la <'luC 
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se establece dicha II1teracción (ver 3.1.1.2). Si se llegara a demostrar que los c:c:nv, pueden 

ll1teractuar con distintos grados de afinidad con las subunidades G~y, y que la illteracción de baja 

afirudad no es seguida, necesariamente, de una disociación de an1bos, el lTIoc.lclo wLllmg-rellld!llJ/ 

pasaría de ser un esquema interpretativo de la inhibición VD, a ser un marco conceptual general 

de "inhibición delimitada a la membrana" de CCDV N por PG. 

3.1.3. ¿Qué Detenruna la Especificidad de los Efectos de una Vía Inhibitoria de CCDV N? 

"Convergence of ma'!.Y transmitter inputs 

onto a single 1fector palhw'!)! ... mises a d¡/ema. 

11 ,he SPectjicz(y implied 

ry the great divem!y of fransmitter moJecuJes 

loi! !y trans/ating them al! 

¡nto common in/roce/lujar oc/ians?" 

B. HilIe, 1992b 

La extraordinaria similitud de efectos inducidos por distintas vías de inhibición 

farmacológicamente discrintinables en términos del RHH involucrado y por la sensibilidad a 

toxinas de la subunidad Ga activada en cada caso (ver 3.1.1.1) - fue la que llevó a proponer que 

debía existir un intermediario común entre distintas Ga y los CCDV N' Esta hipótesis, a su vez, 

llevó a la demostración de que la subunidad G~y pudiera servir como modulador alostérico 

directo de los CCDV N' Este planteamiento aporta una solución al problema de "inespecificidad" 

de efectos entre la activación de distintos RHH. 

Sin embargo, distintos NT no sólo son capaces de inducir efectos idénticos sobre' el 

comportamiento de los CCDV N: sus patrones inhibitorios pueden ser también notoriamente 

disímiles. Más aún, un solo NT puede inducir la activación de más de una vía de regulación, 

induciendo en consecuencia un patrón inhibitorio "mixto" (ver 3.1.2). Entonces, ¿En qué 

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

En otras palabras, la pregunta anterior, aún no resuelta, representa el recíproco del 

planteamiento originalmente propuesto para explicar la inespecificidad de efectos inhibitorios. La 

inducción de inhibiciones VD y/o VI tras la activación de cualquier RI-IH investigado hasta el 

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

inhibitorios son bloqueados por diálisis intracelular con GDP~S (ver 3.1.1.1; Carbone et al., 
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1998). Si la activación de todas las PG involucradas en las distintas inhibiciones va seguda de la 

liberación de subunidades G()y (ver Apéndice III.2), entonces, ¿Porqué no se registra un patrón 

1I1lubltoriO VD en todos los casos? 

La única hipótesis fonual para explicar la existencia de efectos l111Xtos VD y VI en la 

inhibición causada por algunos NT sostiene que ambos efectos pueden ser mediados por 

subunidades G()y al interactuar con diferentes afinidades con la subunidad a¡ de los CCDV N (ver 

3.1.2.1). Sin embargo, esta propues\''l tampoco resuelve por completo el problema: ¿De qué 

depende entonces que la relación VD/VI presente gran variabilidad entre la activación de RHH 

distintos en una misma célula, y gran conservación tras la activación de un RHH entre dist1I1tas 

neuronas de una preparación? 

Una, de las muchas hipótesis que poc!J:ían plantearse para abordar las preguntas planteadas en 

los párrafos anteriores, es la que ha dado origen al trabajo experimental cuyos resultados se 

expondrán en una sección siguiente de esta tesis. El problema particular abordado será descrito 

en detalle en el Planteamiento del Problema. Baste, por ahora, con hacer un pequeño esbozo de 

éste. Se conocen cinco subtipos clonados de subunidades G(). Dos subtipos de subunidades G() 

(G()¡ Y G()zl han probado ser igualmente efectivas en combinación con diferentes subtipos de 

Gy (Gy" Gy, Y GY7; Ikeda, 1996; Herlitze et al., 1996) y de hecho han probado tener capacidad 

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

¿Qué hay de los demás subtipos G()?, ¿Son todos igualmente capaces de inducir una inhibición 

VD~, ¿Se encontrarán algunos subtipos preferentemente acoplados a la inducción de una 

1I1hiblción VI? 

El abordaje de estas últimas preguntas ha de aguardar todavía un poco. Como se ha descrito 

en la IntroduccIón, la regulación negativa de CCDV N no es la única forma de modulación posible 

de éstos canales. Aunque, "MI/cIJo mellOS es lo que se COlloce re.rpecto de la manera en que los calla/es de ccl+ 

(le/lIjados por lJol/qje /leuroJla/cJ poddan ser estilllulados por ne//ro/rclllJ/JllsOrrS y ¡,,fas de sciiah'zacióJI in/race/ular 

q/l' ha(CJra de la !Ilallem ell la qlle JOn inhibzdo!' (Yang y Tsien, 1993), existen reportes de efectos 

estimuladores de algunos NT sobre CCDV N en ciertas preparaciones neuronales (13ley y "1'slen, 

1990; Elmslie, 1992; l"lironov )' Lux, 1992; Surmcicr et al., 1995; Frank et al., 1996), )' en sistemas 

ele expresión (KJSJ1, 1901; \lonk:1\\":l ct :11., 1(99). Sin cmb:ll"f.;o, C01no se 111:¿0 not:u en b 

------------
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Introducción, existe gran confusión respecto de si dichos efectos reflejan alteraciones cinéticas 

de los canales (Yang y TSlen, 1993) o si se reducen a la remoción de una forma de inhibición 

tórucamente presente en condiciones basales en algunas neuronas (Swartz, 1993). 

3.2. MODULACrÓNPOSITIVADE CCDVN 

Los experimentos dedicados a la búsqueda de segundos mensajeros involucrados en la 

inhibición de CCDVN (ver 3.1.1.1 y 3.1.2.1) aportarían un fruto inesperado. En los intentos por 

tratar de descartar la función reguladora de la PKC, Lester y Jahr (1990) observaron que en 

algunas neuronas que habían sido expuestas a un éster de forbol (PDBu) por 1 a 2 min, el 

quisqualato - un agonista glutamatérgico que inhibe las corrientes de Ca'+ en neuronas 

hipo campales - no deprimía las corrientes hasta que un período de tiempo se había dejado pasar. 

Los autores describieron al fenómeno como inhibición a corto plazo de la depresión por NT, 

vinculándolo con un posible mecanismo de retroalimentación negativo por PKC sobre los 

receptores, y no le prestaron mayor atención. Sin embargo, tres años más tarde, K. S. Swartz Y 

col. (Swartz et al., 1993) retoman y expanden esta observación, la activación de la PKC no sólo 

interfiere sistemáticamente con la inhibición inducida por NT, sino que, además, lleva a un 

pronunciado incremento en la amplitud de corrientes de CCDV N. La confirmación de ambas 

observaciones por una serie de reportes subsecuentes habria de cambiar drásticamente la manera 

de concebir e! pape! de la PKC en e! complejo escenario de modulación de los CCDV N' esta 

cinasa no sólo no participa en la inhibición de CCDV N' sino que "inhibe la inhibición" y estimula 

las corrientes a través de ellos (llustr. 11). 

3.2.1. Convergencia e Interferencia entre Vías Moduladoras de CCDVN 

La observación de que los activadores de la PKC en neuronas hipocampales desorganizan la 

inhibición dependiente de PG inducida por activación de RHH glutamatérgicos (llustr. 11; 

Swartz et al., 1993) constituyó el primer planteamiento formal de que la inhibición por NT de 

CCDV N neuronales puede ser a su vez modulada, y de que esta "modulación de la modulación" 

(Bean, 2000) involucra la estimulación de la PKC (Swartz, 1993; Swartz et al., 1993). 

Investigaciones subsecuentes utilizando neuronas simpáticas de rata mostraron que la PKC 

interfiere con múltiples vías de inhibición delimitadas a membrana (en las que están involucradas 

al menos tres diferentes tipos de PG; G011Id et al., 1993; Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 1994; 
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Ilustr. 11 E¡timu/aaón de comentes de CCDV,\1Y prevención de la ihibietón indllcita por l1erurotransmisons tras la 
activación directa de /(1 PKC. A Curso temporal del establecimiento de los efectos de un activado! de la 

PKC sobre las cornentes totales de CCDV N de una neurona central en cultivo proveniente de la 
región CA3 del hipocampo de rata. Los números que se encuentran en la parte superior de los trazos 
en a y b representan los valores del voltaje del protocolo empleado para evocar la corriente. b, trazos 
de corriente superpuestos registrados antes y durante la aplicación de un agonista glutamatérgico 
(ACPD). c. curso temporal de los efectos del ACPD antes y después de la perfusión con PJ\1A.. 
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Shapiro et al., 1996), pero no otra via que utiliza un mensajero citoplasmático (Shapiro et al., 

1996), y que puede remover la inhibición tónicamente inducida por GTPyS, siempre y cuando se 

utilicen protocolos de registro que incluyan prep¡i/sos sumamente largos y despolarizan tes (Swartz, 

1993). 

El descubnmiento de que existen seeuenClas consenso para fosforiheión por PKC en la 

estructura primana de ciertas subunidades al (Dube! et al., 1992; Williams et al., 1992), y que, de 

hecho, esta subunidad sea fosforilada in vi/ro por la PKC (Ahlijanian et al., 1991), llevó 

rápidamente a proponer que un fenómeno similar pudiera estar ocurriendo ill vivo (Yang y Tsien, 

1993). En particular, la subunidad al de los CCDV N (U\Il) contiene varios sitios potenciales de 

fosforilación por PKC (\\lilliams ct al., 1992; Zamponi et al., 1997) y es fosfonlada ill vilm por 

dicha enzima (Ahlipnian et al., 1991; Bel! et al., 1994; Zamporu et al., 1997). 

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

aquéllos sobre la modulaCIón por PG reportados parece estar localizado en el loop J-JI de la 

subunidad a Tll (Ilustr. 12; Stca ct al., 1995; Zamporn ct al., -¡ 907; f-bmid ct al., 1999). Justamente, 

cst:l l'lllSrn:1 reglón es uno de los sitios crítlcos de ebclu subu111ebd para h unión de G~y, \'1sto 
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como el sustrato molecular de la inhibición VD (Ilustr. 12; Zhang et al., 1996a; De Waard et al., 

1997; Zampan! et al., 1997; Furukawa et al., 1998a,b; Dolphin et al., 1999): péptidos derivados de 

la secuenCIa delloap I-Il son capaces de revertir la inhibición VD inducida por subunidades G~y 

en canales reconstituidos (ver 3.1.1.1; Zamponi et al., 1997; Furukawa et al., 1998b). Uno de los 

péptidos es sustrato de fosforilación in vitro por PKC y, cuando dicha fosforilación es llevada a 

cabo antes del experimento anterior, pierde su habilidad de interferir con la modulación por PG 

(Zamponi et al., 1997). Más aún, la sustitución dirigida de un solo residuo de aminoácido en esta 

región (Ibr422; Ilustr. 12) con un residuo de glutamato, para crear una forma "permanentemente 

fosforilada", genera comentes resistentes tanto al incremento en amplitud resultado de la 

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

Los resultados mencionados llevaron al establecimiento de la idea que sostiene que una región 

del loop I-JI constituye un "centro de integración para la interftnncia enln modulaciones inducidas por PKCy 

por PG de CCDV tipo N' (Ilustr. 12; Dunlap, 1997; Hamid et al., 1999). Este concepto parece 

aportar explicación suficiente al fenómeno de prevención de la inhibición originalmente 

reportado por Swartz y cols. (1993). 

Algunos hechos, aún más notables, aguardan explicación. El loop UI es sólo parcialmente 

responsable de la inhibición inducida por PG (Ilustr. 4), ¿Se debe por ello que la reducción en 

inhibición subsecuente también sea parcial? De hecho, ¿Se reduce parcial y homogéneamente la 

inhibición? O, como es sugerido por el grupo de B. Hille (Shapiro et al., 1996) ¿Existe 

selectividad en la prevención sobre distintas vías inhibitonas que convergen en estos canales? 

Estos tres últimos cuestionamientos, serán abordados en la Discusión tras analizar algunas de las 

observaciones experimentales que se expondrán más adelante. 

3.2.2. Incremento en la Amplitud de Corrientes de CCDV N Inducido por PKC. 

¿Regulación Positiva o Des-Inhibición Tónica? 

El aumento en las corrientes de CCDV N por PKC que observaron K. Swartz y cols. (1993; 

Ilustr. 11) no era un fenómeno novedoso entre los CCDV neuronales: había sido inicialmente 

observado en neuronas de Apfysia (DeRiemer et al., 1985; Strong et al., 1987) Y de sapo (Bley y 

Tsien, 1990; Yang y Tsien, 1993), y se había reportado que su estimulación aumentaba las 

corrientes de CCDV en ovocitos de Xenopus inyectados con mRNA derivado de cerebro de rata 
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Ilustr. 12 Convergencia de vías moduladoras en e/loop I-II de la subunidad al de CCDVN' Se encuentran 
marcados los residuos de serina (S) y treonina (f) del loop I-JI que son sujeto de fosforilación in vi/ro 
por PKC. Nótese que estos aminoácidos se encuentran contenidos dentro de algunas de las regiones 
postuladas de mteracción entre las subunidades al Y P de los CCDV N y ~y de las PG. 
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(Leonard et al., 1987; S'gel y Baur, 1988), Aquello que sí habría de resultar novedoso sería la 

propuesta planteada por K. Swartz (1993), en un trabaio ínmediatamente posteríor, para explicar 

el fenómeno: "La estim¡tlación de la PKC ",n ésteres de Jorbol alimentó comistentemente las corrientes de 

canales de calcio basaleJ y desorgalllZó SJI inhibición por un nlÍmero de diferentes agonistas a receptores de 

trammisores ... La PKC también desorganizó la inhibición mediada por protefnas G ya sea wando Jlle inducida 

por GTPyS o mando se encontraba presente tónicamente. Al desorganizar la inhibición mediada por proteínas G 

de los tallales de calcio, la est¡mllladón de la PKC p¡tede tanto alimentar las corrientes de canales de ca/cio como 

diJlllimrir la inbibición pOJlerior por nelfrotranSlllisore/'. De hecho, se ha reportado que, el aumento en la 

corriente de CCDV N por PKC es dependiente ele voltaie, y las corrientes aumentadas muestran 

cinéticas alteradas de manera grosso lllodo consistente con cambios esperados por remoción de 

inhibicIón tónico por PG, como es la cluninoción de la facIlItación basal por prepulsoJ (Swartz, 

1993), 
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Llevada al extremo por el grupo de A. Ritt~phouse (Barrett y Rittenhouse, 2000), esta postura 

implicana que "la PKC no tiene otro efetlO sobJ~ ef comportamiento de los CCDV más que el de prevenir la 

inhibiáóll mediada por PG' (sic). La hipótesis es atractiva por la sencillez de su lógica: una sola causa 

podría explicar dos efectos. Sin embargo, no constituye una explicación suficiente para una serie 

de resultados presentados por otros grupos. 

Dos observaciones llevaron al grupo de R. W. Tsien (Yang y Tsien, 1993) a sugerir que h 

estimuhción de CCDV N por PKC en neuronas simpáticas de rana no respondía a ese 

mecanismo. En primer lugar, la magnitud de! aumento en hs corrientes por PKC (35%) era 

siempre mayor que la cantidad de inhibición tónica que podía ser liberada por un prepulso 

despohrizante (-10 a 15%). En segundo lugar, encontraron que h magnitud del incremento es 

independiente de la magnitud de h inhibición tónica por PG. En concordancia con esto, 

encontraron que e! aumento de la corriente fue simihr cuando la inhibición tónica fue removida 

al desactivar las PG con GDP~S o aumentada con GTPyS. 

Estas observaciones son congruentes COn aquéllas realizadas en sistemas de expresión, donde 

repetidamente se ha reportado la independencia y adítividad de ambos fenómenos (Stea et al., 

1995; Zamponi et al., 1997; Hamid et al., 1999). Arriba se mencionó que h Thr422 parece ser el 

sitio de fosforilación por PKC en e! que se lleva a cabo la convergencia de vias inhibitorias en 

CCDV N" Un residuo extremadamente cercano (Ser425) es también sitio de fosforilación 

(Ilustr. 12) y, cuando es sustituido por un residuo de glutamato, la fo=a "pe=anente 

fosforilada" así obtenida es resistente a moduhción por PKC pero sigue siendo sujeto de 

regulación por PG (Hamid et al., 1999). Esto quiere decir que la fosforihción de este residuo 

podria impedir la fosforihción del residuo cercano y que, aunque esto desencadenaría un 

aumento de corriente, la corriente sería aún moduhble por PG. De hecho, es esperable que h 

fosforihción por PKC no prevenga toda h inhibición por PG ya que otras regiones de 

interacción entre las subunidades G~y y CX lE (la regiones N- y C-tenninales) no contienen sitios de 

fosforilación por PKC (Ilustr. 12). 

Por otra parte, hay otras evidencias de que la PKC pudiese tener efectos no relacionados con 

la remoción de inhibición tónica: la moduhción de la corriente inducida por PKC involucra, en 

algunos casos, alteraciones tanto en la cinética de activación de las corrientes de CCDV N 

(Abrahams y Schofield, 1992; Stea et al., 1995) y, sobre todo, en la cinética de inactivación de las 
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mismas (Ilustr. 1 L\; Plummer et al., 1991; Abrahams y Schofield, 1992; Swartz, 1993; Zhu e 

lkeda, 1994; Ste~ el al., 1995). 

Entonces, en contraste con la hipótesis de remoción de inhibición tónica, los datos referidos 

en los últimos tres párrafos indicarían que la PKC ejerce una acción de regulación positiva directa 

sobre las corrientes de CCDV N' ¿Cuál sería entonces el mecanismo responsable del aumento en 

la amplitud de la corriente? En neuronas de invertebrados, el fenómeno parece estar relaClonado 

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 corrientes de CCDV N se encontró 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 Po permanece desconocido. 

Es evidente que el conocimiento relativo a la modulación positiva de CCDV N es muy limitado 

en comparación con aquél que se tiene respecto de la modulación negativa. En particular, hay 

dos preguntas medulares que aún no han sido respondidas, y cuyas respuestas son cruciales para 

el desarrollo de esta área. 

En primer lugar se encuentra la disyuntiva planteada por las dos hipótesis posibles para 

explicar el aumento en corrientes por PKC: (1) Remueve la inhibición tónica y prevIene la 

inhibición subsecuente, sin tener efectos adicionales sobre la misma (Swartz, 1993); (2) Tiene 

efectos lI1dependientes (Yang y Tsien, 1993). En el primer caso, la modulación positiva de 

CCDV N se reduciría a un mecarusmo de desinhIbiclón tónica. En el segundo, consutuye una 

verdadera vía de regulación antagónica y convergcnte. En breve, la existencia misma de la 

modulación positiva de CCDV N ha sido fuertemente cuestionada (Barrett y Rittenhouse, 2000) 

En segundo lugar, "Una preguu/a tilín más f!lJlda/J/etllal q1le 110 ha sido t'eJpOndlda es cómo y ClIfÍlldo la 

proteína cillaJa e es ac/iz/CJda en células o en sillú/JJÍJ pmlim/an:.r durante e/fllncionamiento nOnl1(l/ de! siJlema 

!le/vioJo." (1kan, 2000). En particular, los efectos 'lue se han observado en el comportamIento de 

CCDV N tras la aplicaCIón de csumuladores directos de la PKC, no han podido ser reproducI(los 

por ninguno de los NT proD:J.uos h:1st:l d 11101ncnto y cuy:t vb de tr:J.l1sUucClón de scl1:J.lcs 
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intracelular ha sido probada que está acoplada a la estimulación de esta Cillasa en varias 

preparaciones (p.c., RHH colinérgicos y glutamatérgicos; Swartz, 1993; Zhu e Ikcda, 1994; Bean, 

2000). Finalmente, existe un sólo reporte (prácticamente no-citado) de la activación de la PKC -

asociada a un incremento en corrientes de CCDV N - tras la diálisis intracelular con un activador 

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

En la tesis que a continuación se presenta se discutirán algunas evidencias experimentales que 

sugieren fuertemente que la PKC podria ser activada simultáneamente con la activación de vías 

inhibidoras de CCDV N delimitadas a membrana, y que sus efectos pueden no haber sido 

evidentes por encontrarse "enmascarados" por los efectos inhibitorios normalmente registrados. 

En la siguiente sección se expondrá de dónde surge el interés por estudiar esta vía de 

escimulación de la corriente, habiendo comenzado, como ya ha sido expuesto (ver 3.1.3), en la 

búsqueda de una solución a unO de los problemas ligados a la selectividad de efectos entre las 

múltiples vías inhibidoras. El modelo experimental empleado en todos los casos (neuronas 

simpáticas del SCG de rata), ha constituido, históricamente, unO de los modelos par exce!!ence en el 

estudio de la modulación de CCDV N in situ (Hille, 1994). 



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

''As jor ma'!)' olher aspec!! afion channel ¡une/ioll, 

our increasing understanding qf comp/ex molecular mechanÍJms 

has surpassed our know/edge of how ¡hose mechanisms 

are actuaf!y l/sed" 

B. P. Bean, 2000 

El diagrama siguiente resume el estado actual del conocimiento pertinente a las distintas vías 

de modulación que convergen en CCDV N en neuronas simpáticas, en el marco interpretativo de 

regulación bidireccional planteado en la Introducción. 

Vias Inhibidoras 

ACh, NE, SST, pp, GASA, Ado, 
PGE" Secre!ina, VIP, SP, DA, ... 

VI 

sman fan 

tipo N 

Vias Estimuladoras 

.? ¿. 

.? ¿. 

t 
.? 
G· 

¿PKC? 

Ilustr. 13 Vías de seña/¡zaciólI inlracc/¡dar 11ft: cOllvergm en la subllllldad a, de los CCDV,'V e!f neuronas 
JI!1lpáfims. L:ls lineas pl1ntc;¡das remarcan las vías más csmdi:¡d-;¡s h inlubición VD y su postubd:l 
contraparte fislOlógtca ¡-\brcV1:1t1.lras: .,ACh, acctilcouna, SST, soma tosta tina; PP, poLtpépddo 
p:mcrcático, G.l\B.:\, :leido gamma amino butlrico; :\do, ;'tdcnosln:1; PGE2, prost:lgbndll1:1 E2, VIP, 
péptldo lnrestin:l] v:lSoactivo; SI', SllsranCla P, DA, dOpamlI);l, Vm, potencial de mcmbran:l 
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Se mostrará a continuaClón en qué contexto nace el interés por conformar un escenario de 

este tipo. En la Ilustr. 13 se encuentra implícito lo siguiente: el grado de especificidad que guarde 

un NT con un patrón inhibitorio particular está determinado por el grado relativo de 

acoplamiento selectivo con un número limitado de vías inhibitorias. Anteriormente se expuso 

que la reducción en la actividad de CCDV N podía ir acompañada de alteraciones en la 

dependencia de voltaje y en el curso temporal de! desarrollo de la corriente (inhibición VD), o 

manifestarse como una reducción porcentual neta que no involucra estos cambios (inhibición 

VI). A su vez, dos patrones inhibitorios VI pueden distinguirse en términos de la velocidad de 

establecimiento de sus efectos (rápidos y lentos) y de la ruta intracelular que sigue la vía de 

señalización intracelular (delimitada a la membrana o a través de segundos mensajeros solubles, 

vías jan y sman, respectivamente). 

En consecuencia, las características propIas de patrones inhibitorios inducidos tras la 

activación de distintos RHH pueden ser similares o distintas entre sí dependiendo de la 

proporción relativa con la que estimulen una O más de estas tres vías moduladoras. De esta 

manera, la especificidad de una vía RHH -t CCDV N puede establecerse a dos niveles: 

(1) RHH -t Intermediario 

(2) Intermediario -t CCDV N 

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

tanto, estas últimas son e! intermediario necesarío mínimo en todos los casos. 

Tomemos un ejemplo de la literatura para ilustrar el problema que se desea plantear. En el 

conjunto de NT que estudió el grupo de B. Hille en la primera mitad de los años 90's, pueden 

identificarse dos casos que parecen ocupar posiciones extremas en términos de la especificidad 

de efectos que inducen sobre las corrientes de CCDV N en neuronas siropáticas. La NE induce un 

patrón de inhibición que involucra vías VD y jan, en e! que VD > jan. Por su parte, la activación 

de RHH muscarinicos induce un patrón mixto compuesto de tanto VD como jan y sman, pero en 

el qne sman > jan »> 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 están acoplados a distintos tipos de PG. La 

selectividad de esta interacción está determinada por el subtipo de subunidad Ga iroplicada, con 
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una contribución menor de la subunidad Gy. Por lo tanto, podría sostenerse que la activación 

sdcco\'a dc la vía J/l/(/11 por agonistas lTIuscarinicos resppnda a la cstimulación de un subtipo 

parncular de Ga (Hille, 1994). 

Sln embargo, este último razonamiento no explica las demás diferencias entre los patrones 

inhibitorios inducidos por RHH adrenérgicos y muscarínicos. Los efectos de la vía VD se 

establecen en el nivel (2) planteado, en particular, en la interacción G~ -'t CCDV N (Ford et al., 

1998). Si la activación de cualesquiera de los subtipos de Ga es seguida de la liberación de 

subunidades G~y, entonces, ¿De qué depende que la inhibición VD se active en distinta 

proporción en los dos casos expuestos? 

Es hipótesis de este trabajo que distintos subtipos de subunidades G~ difieren en términos de 

la capacidad que tiene cada uno de ellos para inducir una inhibición VD y/o Jan. Existen 

experimentos que hacen pensar que esto es posible. En términos de potencia moduladora 

relativa, el siguiente diagrama presenta Un resumen de los hallazgos realizados en la investigación 

de la especificidad con la que otros efectores son regulados por dos O más de los cinco subtipos 

de subunidades G~ que han sido identificados y clonados hasta el momento. 

Especificidad Efector Referencia 

~'>~2>~3=~5>~4 AC II 
Bayewitch et al., 1998 

~'=~5 ACI 

~'>~5 Cinasa MAP 
Zhang et al, 1996b 

~'=~5 PLC~2 

~'=~2"'~1 GRK2 
Daaka et al., 1997 

~'=~2=~3 GRK3 

~'=~'>~5»~3=~4 GIRK Yan y Gautam, 1996 

En CCDV N' únicamente la actividad de dos de estos subtipos ha sido examinada. Tanto G~, 

como G~, han mostrado capacidad para lllducir una inhibición altamente sensible al voltaje que 

se :lcompañ:1 de un cnlcntccnn1cnto pronunciado en In cinéticJ de activación de b corriente 
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(Herlitze et al., 1996; Ikeda et al., 1996). No se ha investigado ni la participación de alguna de 

ellos en la vía fOil ni papel alguno de los subtipos restantes (Gp" Gp, Y GPsl-

Con el objetivo de poner a prueba la hipótesis mencionada se puso en marcha el proyecto de 

investigación en el que se gestó esta tesis. No obstante, los experimentos habrían de tomar 

rápidamente un rumbo que los alejaba del dominio de los fenómenos ligados a los sistemas de 

regulación inhibidora de CCDV N' 

En el curso de los experimentos que se detallará más adelante, se dará cuenta de un fenómeno 

ligado a la última columna derecha del diagrama de la Ilustr. 13, esto es, enmarcado en el poco 

explorado terreno de la modulación estimuladora que converge, junto a la inhibid ora, 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 rápidos y específicos sobre CCDV N' implica que esta enzima se 

encuentra disponible para ser fisiológicamente activada en condiciones basales. Como ya ha sido 

discutido en los Antecedentes, algunos de los NT, que se mencionan como inhibidores en la 

Ilustr. 13, han probado capacidad para activar a la PKC en otras preparaciones. De hecho, toda 

la maquinaria intracelular requerida para el funcionamiento de esta vía se encuentra presente en 

neuronas simpáticas. Entonces, ¿A qué se debe que no haya podido encontrarse un NT que 

mimetice los efectos de los activadores directos de la PKC? 

La búsqueda de una respuesta a la pregunta anterior, sin embargo, ha de partir del análisis de 

una cuestión aún más básica y no resuelta: ¿Qué tipos de efectos hay que buscar? En términos 

de interferencia con las vías inhibitorias, ¿A qué se debe la variabilidad de interferencia que 

induce la PKC sobre distintas vías inhibitorias? ¿Son todos sus efectos reductibles a un 

fenómeno de des-inhibición? 

Las hipótesis que orientaron los trabajos que encontraron en las preguntas precedentes su 

origen, sostienen que: (1) La vía de regulación mediada por activación de la PKC constituye una 

vía de modulación positiva que tiene efectos independientes de la presencia de inhibición sobre 

los canales; y (2) La interferencia con las vías inhibitorias es selectiva y no-excluyente. 
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Es por la concurrenCla de problemas ligados tanto a los fenómenos inhibido res como a los 

estimuladores que se han expuesto que, el plantear un esquema de regulaCión bicltreccional 

coordmada, pasó a ser el objetivo final de esta tesis. 
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5. HIPÓTESIS 

'HELICÓN: El razonamiento tiene coherencia. 

Pero, en términos generales, 

No puede ¡levarse hasta sus últimas consecuencias. 

CALÍ GULA: Qué sabrás tú. Precisamente 

por no llevarlo hasta sus úfllmas conJeCUetlClaS 

nunca Se logra nada. 

Pero qUIZá baste COI1 que sea lógico hasta el finaL" 

A. Camus 

5.1. HIPÓTESIS GENERAL 

Los CCDV N son sujeto de modulación bidireccional por vías de señalización intracelular en 

neuronas simpáticas. Si existe una vía de modulación positiva de CCDV N' el modelo wi¡ling­

reltictant, que contempla sólo dos estados posibles de los mismos, explica sólo una parte del 

cuadro completo de modulación de estos canales (ver Ilustr. 13). La interferencia parcial entre las 

vías de estimulación e inhibición de los canales indica que cada estado de modulación puede 

excluir el establecJ111lento de la modulación opuesta. Dado que la modulación negativa no puede 

explicarse por un único proceso homogéneo, la parcialidad de la interferencia puede reflejar una 

selectividad frente a distintos patrones de inhibición. En consecuencia, se asumirá que el patrón 

basal de respuesta al voltaje de los CCDV N puede ser tanto inhibido como estimulado, y que la 

inhibición comprende dos fenómenos independientes, posiblemente interrelacionados. 

BaJO estas SUposiClones, cuatro modos operativos de los CCDV N son esperables: 
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Actividad Inhibida (VD) < ............................. ¿? 

Actividad Basal ~ Actividad Estimulada 

¿ A 

Actividad Inhibida (VI) < ............................. ¿? .................................. , 

El comportamiento poblacional de los CCDV N. en un momento particular. refleja el balance 

entre el grado de actividad relativa de las distintas vias moduladoras. La proporción de estos 

canales. en cada modo. depende del orden temporal con el que se suceda la activación de cada 

vía. Esto es. se supone que existe una interferencia alostérica selectiva entre las distintas vias 

moduladoras. 

5.2. HIPÓTESIS PARTICULARES 

Primera. Subtipos particulares de subunidades G~ inducen modulaciones inhibitorias distintas 

en los CCDV N en neuronas simpáticas. Tal especificidad está relacionada con la potencia relativa 

con la que cada una induce inhibiciones VD y/o VI. 

Segunda. Existe una via de modulación positiva para estos CCDV N. que induce un modo 
.' 

operativo distinto del modo operativo basal (no-modulado). Por lo tanto. los efectDs que ésta 

induzca deben ser claramente distintos de aquéllos que resulten de la eIiminación de la inhibición 

tónica. 

Tercera. La parcialidad de la interferencia de la via de modulación positiva frente a la 

modulación negativa de los CCDV N. puede explicarse en términos de una interferencia selectiva 

frente a las distintas vías de modulación negativa. 



6. OBJETIVOS 

6.1. OBJETIVOS GENERALES 

Primero. Establecer si los distintos subtipos de Gp difieren en ténninos de capacidad para 

inducir inhibiciones VD y/o VI de CCDV N" 

Segundo. Determinar si existe modulación positiva de CCDV N por PKC. 

Tercero. Investigar el patrón de interferencia que establece la activación de la PKC sobre la 

inhibición indUCIda por activación de un RHH. 

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

Primero. Identificar, por sobreexpresión heteróloga, los subtipos GPy capaces de inducir 

inhibición dependiente de voltaje de corrientes macroscópicas tipo N en neuronas del SCG de la 

rata. 

Segundo. Caracterizar los efectos que tiene la remoción de inhibición tónica sobre las 

corrientes macroscópicas tipo N en condiciones basales. 

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

comentes macroscópicas tipo N en condiciones basales. 

Cuarto. Determinar en qué casos los efectos que tenga la actlvación de la PKC sobre CCDV N 

son reductibles a un fenómeno de des-uohibición. 

Qu.into. Estudiar el patrón inlubiloría indUCIdo por un NT cuya transducclón ocurra a través 

de vías delimitadas a 111cmbrana. 



64 

Sexto. Determinar qué características de la inhibición son preselyadas o prevenidas tras la 

activación de la PKC. 

11111 ¡ ii! 11111 l' j-



7. MÉTODOS 

7.1. CULTIVOS NEURONALES 

"If Ive lear neurons ¡mm the molher lissue, 

sever or diges! awt!)' thur axons, 

then force Ihem lo !te naked ol1d amputated 

on a hard phs/ie or g/OSf miface 

IR a sea of a/mI slIbstances, 

ho/I' con lIJe expect Iheir behavior 

lo ,dI liS aJrylhing usifu/ aboN! Ihe nenJOJls -!Jf/cm?': 

D. Bray, 1992 

La respuesta, seguramente, es que siempre que la célula en cultivo exhiba el fenómeno de 

interés, constituye un objeto legítimo de estudio, incluso si es aúpica en otros aspectos (Bray, 

1992). El fenómeno que nos interesa, la regulación de la actividad de CCDV N por sistemas de 

señalización intracelular, no sólo está presente en las SCGs en cultivo, sino que, tal vez, no exista 

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

(Hille, 1994). 

Las neuronas simpáticas tienen un lugar privilegiado entre las preparacIOnes neuronales 

provenientes de vertebrados: no sólo proveen de una de las preparaciones más homogéneas en 

términos morfológicos (\'í1akshull et al., 1979; Banker y Goslin, 1992; Higgins et al., 1992), 

bioquímicos (Hawrot y Patterson, 1979; Higgins et al., 1992) y elcctrofisiológicos (perri et al., 

1970; Schofield e Ikeda, 1988; Higgins et al., 1992), sino que, además, son de muy fácIl acceso, 

tan pronto el investigador se familúriza con la práctica del cultivo. 

Los ganglios simpátIcos, y muy especialmente el g:lI1glio cervical superior, son enudades 

anatómicas dIscretas, bIen dcfinicJ:ls, de un tamaño razonable) que pueden ser diSCC:lebs de 

manera slstcrn~tJca v mu\, lT!ll"(,l<.luClbk:, sin dej':"\[ lllí~~lr a :unbéiJcd:H.lcs en la definicIón !1!ccis:l elc 
, ' o~) 

105 ¡ímires del rejlc1o, )' Cl1y:1S C<..~luhs pueden ser (l1sgrcs~lcl:ls f:lcllrncntc y ~11:1ntcnid:1:; dur:Huc 
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los límites del tejido, y cuyas células pueden ser disgregadas fácilmente y mantenidas durante 

largo ticnlpo en cultivo, reproduciendo, en éstos, buena parte de las características 

morfofisiológicas de los órganos que hs contienen zi, si/JI (Gu1l1ey et aL, 1986; Marrion ct aL, 

1987; Schofie!d e Ikeda, 1988; Nerbonne y Gurney, 1989). 

No sólo estas caractensticas hacen posible la extrapolación de los resultados obtenidos in vitro 

con aquéllos que podrian presentarse in situ, sino que, finalmente, la posibilidad de obtener 

cultivos exitosos a partir de organismos adultos y plenamente desarrollados hace posible romper 

con las restricciones interpretativas que se imponen en otros sistemas que dependen, en mayor o 

menor medida, de la utilización de tejidos de origen embrionario (Scott, 1982). 

Los cultivos primarios de neuronas simpáticas disociadas han sido utilizados por casi cuatro 

décadas desde que Levi-Montalcini y Ange!etti (1963) demostraron que, neuronas simpáticas 

aisladas a partir embriones de pollo por tratamiento con la enzima proteolitica tripsina, pueden 

sobrevívír y crecer en cultivo en presencia de! factor de crecimiento nervioso (NGF; nerve 

growth factor). A pnnClplOs de los años 70's, Bray (1970) y Maíns y Patterson (1973) 

describieron las condiciones para e! establecimiento de cultivos duraderos de neuronas primarias 

disociadas del ganglio cervical superior (SCG; superior cervical ganglion) de la rata. A partir de 

entonces, esta preparación se ha convertido en una de las predilectas para estudiar todo tipo de 

procesos neuronales: hacia principios de los años 90 existían ya más de 100 publicaciones que 

describían el comportamiento de neuronas simpáticas de mamiferos y especialmente de! SCG de 

la rata en cultivo de tejidos (Higgins et al., 1992), Y el número de publicaciones en estos últimos 

diez años casi se ha triplicado. 

Desde el primer reporte del cultivo de neuronas simpáticas aisladas (Leví-Montalciní and 

Angeletti, 1963), los autores notaron: "Una sing"lar observación file la escasez de cél"las satélite" otTOS 

tipos cel"lares, lo cual contrasta con el cuadro ofrecido por los ganglios sensonales disociado/'. Por lo tanto, una 

de hs más importantes razones de 11 popuhridad de esta preparación es que 1~s neuronas 

principales del SCG pueden ser cultivadas en aislarníenlo prácticamente total de otros tipos 

celulares (Wakshull et al., 1979), proveyendo una de las más homogéneas poblaciones neuronales 

disponibles en los vertebrados (Higgins el aL, 1992). 
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El uso de neuronas adultas tiene varias ventajas principales comparado con el uso de células 

prove111entes de tejidos embnonarios: (1) Las neuronas adultas son más grandes que las 

embnonarias y esto facilita enormemente la obtención de mechciones eléctricas váhdas y 

confiables (Wakshull et al., 1979; Scott, 1982); (2) La formaCión y ramificación de procesos se 

encuentra retardada en neuronas adultas comparadas con las embrionarias (Wakshull et al., 1979; 

J ohnson y Argiro, 1983), lo cual permite mantener por más tiempo a las neuronas en una 

geometría más adecuada para la fijación de voltaje; (3) La tasa de supervivencia de neuronas 

adultas es mayor que las embrionarias, lo cual las hace ser una muestra más representativa de la 

población neuronal in situ y por tanto hace que las mediciones eléctricas sean más 

representativas (Scott, 1982); (4) Las neuronas disociadas a partir de organismos fetales o 

neonatales pueden no tener la misma fisiología que el adulto (Wakshull et al., 1979; Scott, 1982; 

Kriegstein et al., 1987; Schofield eIkeda, 1988; Fedulova et al., 1991, 1994; Viana et al., 1994). 

Más aún, eXIsten fuettes evidencias de que, las SCGs disociadas en cultivo retienen, y 

expresan, las características electro fisiológicas y quirniosensibles principales de esta modulación 

que, originahnente, fue observada en neuronas in situ (Galvan y Adams, 1982). 

Así que, al margen de que algún día se pueda contestar con certeza cuáles son las funciones 

que cumplen desde los RHH hasta los CCDV N mismos y, sobretodo, la vía de señalización 

completa y funcional en somas de neuronas aisladas y en cultivo, el fenómeno que nos interesa 

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

Existen, además, en e! estudio de las vías modulatorias, algunas razones pata preferir un 

cultivo primario y no una expresión exógena de los componentes en una línea celular. Los 

CCDV son heteromulrimeros y por tanto requieren de! ensamblado de múltiples sub unidades 

para expresar su actividad funcional. Más aún, e! conocimiento de la composición precisa de las 

subunidades y la estequiometría de estos canales se encuentra aún en evolución y por lo tanto, el 

efecto de estas vanables en la modulación es dcsconocldo. finahnente, algunos elementos ele la 

sdialización que puedcn ser unportantes para la modulación de canales iónicos neuronales, como 

el subtipo Go de las PG, se encuentran a ll1cnudo ausentes en células no-neuronales 

comúnmente utilizad~s como huéspedes de la expresión (lkcel~, 1997). 
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Para el registro de corncntcs 111acroscópicas de Ca2
+ se prefiere utilizar, generahnentc) 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 geometría cuasi-esférica) a 

células cultivadas (Bean, 1992). Muchos descubrimientos importantes han sido realizados 

utilizando células en cultivo, incluyendo aquellas que forman neuritas, pero se corre e! riesgo de 

artefactos insidiosos debidos a la pobre fijación espacial del voltaje (Bean, 1992). La medición de 

la cinética de las corrientes y de los potenciales de inversión son especialmente riesgosas en 

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

Finalmente, el tratamiento con enzimas durante la disociación podría, potencialmente, alterar 

las propiedades de los CCDY. Sin embargo, al menos hasta ahora, no existen evidencias de 

dichas alteraciones (Bean, 1992), debido a que las neuronas aisladas del SCG parecen retener las 

características de las neuronas de los ganglios intactos (Galvan y Adaros, 1982; Galvan y 

Sedlmeir, 1983; Gurney et al., 1986; Mamon et al., 1987; Schofie!d e Ikeda, 1988; Nerbonne y 

Gurney, 1989). 

7.1.1. Preparación de Cultivos Primarios de Neuronas Simpáticas del SCG 

"1 can'! imagine how COI/id be a neurons garden, 

when we said cell culture, 

these JittJe jlowers needs, 

temperature, beS! foods , water, 

better cal? Iban in a simple jield of a ¡¡!tic !Jmpathetic neuTO»S. " 

J. E. Frescru y S. H. Hitarogoku SH, 1965 

Ratas Wistar macho de 5 semanas postnatales son sacrificadas en una atmósfera saturada de 

cloroformo o de ca,. Los SCG obtenidos a partir de ratas de esta edad han alcanzado la 

madw:ez sináptica y bioquimica (Black, 1977). Inmediatamente después de! paro respiratorio, la 

rata es decapit,~da y la cabeza es inmovilizada con la parte ventral hacia arriba. La disección 

procede a través de una serie de cortes longitudinales en la linea media que separan, 

sucesivamente, la piel y la musculatura del cuello hasta exponer la tráquea. Una vez localizada, 

ésta es retraída hacia la parte rostral. Este procedimiento permite exponer el área cervical a 

ambos lados de la cual son fácilmente identificables las arterias carótidas. El ganglio cetvical 

superior se encuentra en la porción medial de la bifurcación de las carótidas, en la parte dorsal de 
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la carótIda interna. [\mbos gang110s son cUsecados y colocados en solución salina de Banks 11bre 

de Ca" y mai,mesio (solUCIón de Hanks modificada). Existen dos "Izoncs básicas para la c!ecclón 

de este tipO de solución. La pnmera es que, a diferenCIa de otras soluclOnes salinas (e.g. la de 

Earle) que utilizan un amortiguador de pH basado en bicarbonato y que requieren equilibrarse en 

una atmósfera con 5% de CO" la solución de Hanks incluye concentraciones bajas de NaHCO, 

y PO, que pernuten que el pH se equilibre en aire (Banker y Goslin, 1992). La segunda es que, la 

exclusión del Ca'+ y magnesio facilita enormemente la disociación ya que estos cationes 

divalentcs son requeridos para algunos tipos de adheSiones intercelulares (Bashor, 1979; Lewin y 

Cheret, 1989; Banker y Goslin, 1992). De hecho, en algunas otras preparaciones, la eliminación 

de! Ca'+ y magnesio, mediante el uso de una solución libre de estos o alta en quelantes (e.g. 

EGTA, EDTA), es suficiente como para debilitar lo suficiente las interacciones celulares como 

para que el tejido se disperse fácibnente utilizando una ligera agitación mecánica (Bashor, 1979). 

Este no es e! caso en el SCG adulto: el gran número de interconexiones celulares hace necesaria 

la utilización de métodos adicionales. 

Los ganglios tienen una cápsula de tejido conectivo bien definida que es removida 

mecánicamente. La eliminación de la cápsula incrementa e! número de neuronas viables que se 

obtienen y disminuye el número de células no neuronales (especialmente fibroblastos) 

inicialmente presentes en el cultivo. Después de remover la cápsula, se realizan una serie de 

cortes transversales que fragmentan el tejido en pequeños pedazos de -1 mm] Dado que la 

disociación del tejido se lleva a cabo a través de una serie de incubaciones con enzimas 

proteoliticas, este último paso permite aumentar la superficie del ganglio accesible a las enzimas y 

una digestión más uniforme de! mismo (Bashor, 1979). 

La importancia de la ut:ibzación de métodos enzimáticos en la disociación de tejidos nerviosos 

adultos fue evidente después del plimer cultivo exitoso conseguido por B. S. Scott en 1977 

gracias a la uolización de largos tiempos de illcubación con colagenasa en ganglios de la raíz 

dorsal de ratones adultos. 

Con ligeras v3I.iaCl?I1CS, el n1étodo utilizado en los c:xpcrinlcntos realizados en esta tesis SlgUC 

una técnica desarroUaeb por el grupo ele BiUe (Becch et al., 1991; Bcrnheun et al., 1991). Esta 

l11doJologí:l cmplc~l Ul13 lhspcrslón cnzin1~úca sCCllCnClJl ll1úluplc con protels3S con dIversos 
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grados de especificidad: una primera incubación se hace con 20 U / rnl de papaina, y dos 

incubaciones con 1 mg/ mI de colagcnasa y 10 mg/ mI de dispasa. 

Cada incubación se realiza por 20 min a 37°C, Y la disociación final del tejido se consigue 

mccánicatTIcnte. Esto se obtiene haciendo pasar varias veCes los fragmentos a través de una 

pipeta de boca fina y de bordes romos. La turbulencia provocada provee de la fuerza mecánica 

suficiente como para disociar el tejido. Los fragmentos de ganglio se vuelven entonces cada vez 

más pequeños, y el medio se vuelve turbio por la dispersión de la luz que produce la suspensión 

celular. Una vez que la mayor parte de los fragmentos se han separado, la digestión por proteasa 

es detenida por competencia con suero. La actividad enzimática es detenida por adición de 

medio de cultivo L-15 de Leibowitz adicionado con 10% (v/v) de suero fetal bovino. La 

principal razón para utilizar L-15 es que mantiene un pH de 7.6 en intercambio gaseoso con 

atmósfera natural y es, por tanto, más conveniente que aquellos amortiguados con solución de 

bicarbonatos y que requieren una atmósfera enriquecida en CO, (Banker y Goslin, 1992). El 

medio L-15 es una fórmula que contiene una concentración de aminoácidos más alta de lo 

normal, los cuales, per se contribuyen a una buena parte de su capacidad amortiguadora. Por otra 

parte, en lugar de glucosa como fuente primaria de carbono, el L-15 contiene galactosa, piruvato 

y alanina, una combinación que se ha encontrado que produce niveles mínimos de ácido láctico y 

que, por 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 

rrusmo medio. Después de la última centrifugada, las células son resuspendidas en un volumen 

pequeño (-0.5 rnl), Y 70 ¡.tl de esta suspensión son sembrados en Cajas de Petri de 35 mm para 

cultivo de tejidos, previamente cubiertas con poli-L-lisina. El uso de la poli-L-lisina tiene varios 

propósitos. El más importante de ellos es el de proveer un sustrato adecuado para la adhesión 

celular puesto que las neuronas no se adhieren al plástico utilizado para cultivo de tejidos 

(Higgins et aL, 1992; Blair et aL, 1999). En segundo lugar, los polimeros de aminoácidos básicos 

(como los de lisina) forman una mono capa translúcida en la que es más fácil visualizar los 

procesos neuronales en contraposición con el gel fibroso tridimensional que forman otros 

sustratos como la colágena. 
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Dos sustratos han demostrado pennitir su manterumiento a largo plazo: colágeno [ y 

pohhsina. Existen tres razones para elegir la poWisma en vez del colágeno: (1) La naturaleza 

química de la poWisma está más rigorosamente definida de lo que lo es la colágena parcialmente 

purificada obtenida de colas de rata; (2) Las moléculas promotoras de adhesión como la 

lamirnina se adhieren más fuertemente a la polilisina que a la colágena; (3) Es más fácil visualizar 

los procesos neuronales en una monocapa clara de polilisina en contraposición COn e! algo 

fibroso y casi, tridimensional ge! de la colágena (Yavin y Yavin, 1974; Higgins et al., 1992). 

El medio que se utiliza en el sembrado es la modificación de Dulbeeco del medio mínimo 

esencial de Eagle (D-MEM -Dulbecco's Modified Eagle Médium) con una alta concentracIón de 

glucosa. El D-MEM contiene básicamente los mismos nutrientes que el MEM (13 anunoácidos 

esenciales y 8 vitaminas) pero a concentraciones 2 a 4 veces superiores. Por otra parte, contiene 

una concentración más alta de NaHCO, que el MEM, por lo que está diseñado para equilibrarse 

a una atmósfera que contenga 10% de ca, (a diferencia de! 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 ("heat 

inactivated'), 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 cultivo (indispensable para que no haya 

dispersión lateral de la limitada población celular que aporta cada cultivo), un anillo de clonación 

de acrilico tratado COn Sigmacote (Sigma) es colocado en el centro de cada plato de cultivo (de 35 

mm de diámetro), sobre la base de poli-L-lisina y las neuronas SOn colocadas en él (Hawrot y 

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

Los anillos de clonación son retirados al cabo de 40 min Y las cajas SOn transferidas a un 

incubador a 3rC (10% ca,). Al terminar la dispersión, las neuronas, con un soma que puede 

llegar a las 50 ~lm de diámetro y con grondes núcleos que contienen de dos a tres nudeolos, 

varían en aparienCIa, poseen algunas neuritas y se encuentran débilmente adheridas al sustrato. 

Si.n clnb:1rgo, al cabo de unas cuatro horas, la rnayor parte de bs neuronas han reabsorbido sus 

procesos, y el cuerpo celular, pr;Í,cticamcntc esférico, se encuentra firn1cn1cntc ancbdo a la base 

de lo caj:l 
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7.2. REGISTRO DE LA CORRIENTE A TRAVÉS DE CCDV N 

'The palcb-damp ledm%gy f. . .} is mostlomoJ.fs flr ils revela/ioll 

tba! (taTenl atrOs! bi%gica! membral1cs reaJjy does jlow though disere/e iOIl channels. 

However, Ihe ahiá!;; 10 record frOllJ smal/'Iragile cells iJI Ihe lvho/e-ce/I tm!Aguralion 

mqyactua/jy be ¡Is mosl significan! cOl¡ln"bu!ioll. 

TCJ! )'ears ago, Ihe t!umber 0I(e!1 !Jpes Iha! could be accurale/y vo/Joge chmped 

I?J existing methods was severe!y fimited. 

!\Tow nearIY 0'!Y ce//, ij il can be úolated or grown in (ell culture, can be clamped 

Electropbysi%gy is no longer a subdiscip/ine of ne¡¡robi%gy,­

Tha! was mereIY an acaden! of Ihe facl tha! Jome neuron! are vcry jorge. " 

S. W. J ones, 1990 

La totalidad de los resultados que se presentan en esta tesis se han derivado del estudio de 

corrientes macroscópicas de CCDV N obtenidos mediante la técnica de patch-clamp en 

configuración de célula completa. 

7.2.1. Aislamiento de la Corriente de CCDVN 

La posibilidad de estudiar la corriente que fluye a través de CCDV N en aislamiento depende 

de que se bloquee por completo la contnbución a la corriente total proveniente de una variedad 

importante de canales iónicos activados en rangos de voltajes similares. En particular, importa 

eliminar las corrientes provenientes de la activación de canales de Na+, K: y una pequeña 

población de CCDV tipo L. Para este propósito se requiere perfundir interna y externamente a la 

neurona bajo estudio con soluciones libres de cationes permeantes a través de otros canales y/o 

adicionada con bloqueadores farmacológicos de otras corrientes. 

7.2.1.1. SO!ttciÓIl Externa 

Las neuronas fueron expuestas al flujo continuo (1-2 m!/min) de la siguiente solución (valores 

en mM excepto donde se indica) designada para aislar las corrientes que fluyen a través de 

CCDV",. 



162.5 TEA-Cl 

2.0 CaCl, ó BaCl, 

10.0 l-lEPES 

8.0 C,l-l120" 

1.0 MgCl, 

0.1 ~lM TIX 

5.0 ¡.tM nifedipina 

Pl-l = 7.4 (TEA-Ol-l) 

73 

La perfusión local continua de esta solución, así como recambios extremadamente veloces 

en la misma con variantes que incluían la adición de 10 ¡.tM de NE ó de 100 ¡.tM de Cd'+, es 

consegwda mediante la utilización de un arreglo de cuatro microcapilares de acero inoxidable 

(con un diámetro interno de - 300 !-lm) pegados entre sí con resina epóxica. Cada capilar es 

alimentado por un reservorio que localizado a unos 20 cm por encima de! baño, y la elección de 

perfusión por cada uno de ellos se controla mediante una serie de válvulas solenoides operadas 

manualmente. El arreglo de microcapilares es coloc"do en el interior de un capilar de vidrio 

grueso. El diámetro de uno de los extremos de este último es reducido por calor hasta conseguir 

una apertura equivalente al diámetro de uno de los microcapilares de acero. Este procecluniento 

permite forzar la salida de cada solución por una salida común que evita el tener que desplazar el 

arreglo para conseguir la exposición de la neurona en estudio al flujo selectivo de cada una. El 

armado completo es colocado en e! momento del registro cerca del fondo de la caja de cultivo a 

un ángulo de aproximadamente 45°. Este método consigue recambios locales de la solución en 

menos de un segundo. 

La solución externa diseñada utiliza al TEA' como catión externo principal en la totalidad de 

los casos .. Además de ser impermeable tanto en canales de Na como de K+, e! TEA' bloquea 

muchos canales de K' (Bean, 1992), y es tan bueno como cualquier otro catión para la formación 

y el mantenimiento de sellos de GD. 

En los experimentos de las rigs. 2 a 8, se ha utilizado al Ca'" como acarreador de carga. La 

elección de l3l+, en el resto de los casos, responde a varias :t::lzoncs: (1) Pennea tanto o Inás que 

el C:1::' :1 tt:nrés de CCDV upo N; (2) :\ dlferencIa del C;¡2
t mducc rnuy poca ll1:lctlvaClón 
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dependiente de comente; (3) Tanto las corrientes de b(l(k,~rolfJld como las de fuga tienden a ser 

n1ás PC'-luct1as con Baz, que con Ca2
-<-. 

Aunque el Baz+ es menos permeante que e! cl+ en canales de Na+ (Bean,1992), y a pesar de 

que la solución externa se encuentra libre de este último, un niye] adicional de bloqueo de canales 

por los 'que fluye este ión es conseguido por la adición de TrX. La corriente iónica a través de 

canales de Na + en neuronas del SCG, en contraste con aquella que se encuentra en algunas 

neuronas sensoriales (Ikeda y Schofie!d, 1987), es completamente bloqueada por dicha toxina 

(Belluzzi y Saccru, 1986; Schofield e Ikeda, 1988; Ikeda, 1991). 

Entre otros tipos de CCDV que pudiesen originar una potencial contaminación de los 

registros, existe un acuerdo prácticamente universal en que las corrientes transientes de bajo 

umbral, tipo T, no se encuentran presentes en neuronas simpáticas (Marrion el al., 1987; Hirning 

et al., 1988; Schofie!d e Ikeda, 1988; Jones y Marks, 1989a; Plummer et al., 1989; Ikeda, 1991). 

Por lo tanto, la totalidad de la corriente que fluye a través de CCDV en esta preparación lo hace a 

través de canales HV A, De ellos, existe enorme consenso en que la gran mayoría lo hace a través 

de canales tipo N: Entre e! 65% (Ikeda, 1991) y e! 95% (plurnmer et al" 1989) de la corriente es 

bloqueada por Ol-CgTx GVIA. El componente resistente a esta toxina está compuesto por tanto 

canales tipo L como por una población resistente a todas las toxinas conocidas (tipo R; Plummer 

et al., 1989; Ikeda, 1991), Dado que, por definición, no hay método farmacológico que permita 

eliminar la contribución de corrientes originadas por la activación de CCDV tipo R, esta 

contaminación se encuentra presente en todos los registros. Sin embargo, como se verá en los 

resultados, su contribución a la corriente total es minima (no más de! 15%), Por otra parte, se 

utilizó el clásico antagonista DHP, nifedipina como un potente bloqueador de CCDV tipo L. El 

bloqueo con DHP es muy robusto a potenciales de mantenimiento despolarizan tes, con una Kd 

de 1 nM o menos, Sin embargo, a potenciales de mantenimiento negativos, el bloqueo es más 

débil y requiere de concentraciones de 2 a 10 ¡..tM para bloquear las corrientes L completamente 

(Bean, 1992). 

La solución externa con nifedipina fue preparada diariamente a partir de una solución stock 

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

de toxiná, la Ol-conotoxina GVIA (Ol-CgTx GVLA.) fue almacenada como una solución stock de 
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1 111]\;1 en agua destllada) y fue diluida a una conccntracíón 10 FM en la solucIón de regIstro 

externa 1J1lTICdlatatncntc antes de ser usada. Fue aplicada por inyección por presión desde una 

pipeta de punta grande (diámetro de la punta aproximado de 3 a 5 flm) localizada a unas 20 a 50 

}.tm de la célula en estudio. 

Finalmente, el cadmio (Cd") a concentraciones de alrededor de 100 }.tM bloquea, en general, 

las corrientes de Ca" en forma completa (Bean, 1992). Por ende, la corriente a través de CCDV N 

fue definida como el componente de la corriente sensible a 100 flM Cd'+ en presencia de 5 }.tM 

de rufedipina. En la totalidad de los registros presentados, esta concentración de Cd'+, bloqueó el 

100% de la corriente entrante en estado estacionario y más del 80% de la corriente de cola tras 

despolarizaciones de entre +80 y +100 mV. 

7.2.1.2. Solución Interna 

Dos grupos de soluciones internas han sido utilizados. En los experimentos resumidos en las 

Figs. 2 a 8, dicha solución conterua (en mM): 

125.0 Ácido metanosulfóruco 

20.0 TEA-Cl 

10.0 HEPES 

0.1 Tetracesiouro de BAPTA 

4.0 MgCl, 

5.0 Na,ATP 

0.3 Na2GTP 

0.1 Leupeptina 

PH = 7.2 (CsOH) 
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En el resto de los experimentos, la siguiente solución interna fue empleada (en mM): 

140.0 CsC! 

10.0 HEPES 

11.0 EGTA. 

1.0 Cact, 

5.0 MgCl, 

4.0 Na,ATP 

0.3 NaPTP 

0.1 Leupeptina 

pH == 7.4 (CsOH) 

El aislamiento de las corrientes a través de CCDV depende, en gran medida, del bloqueo 

desde el interior de las corrientes salientes transportadas a través de canales de K+. Por tanto, el 

catión interno principal debe ser impe=eante a través de ellos. En general, tanto el Cs + como el 

TEA +, el Tris y la N-metil-D-glucamina (NMDG) funcionan bien (Bean, 1992). A pesar de que 

el Cs + puede dejar una pequeña corriente saliente dependiente de canales de K- a potenciales 

sumamente positivos, su uso aporta dos ventajas sobre los demás cationes: (1) Transporta 

bastante bien corriente saliente a través de CCDV, pernútiendo la definición de un verdadero 

potencial de inversión y el registro de corrientes salientes a través de éstos (Bean, 1992); (2) Por 

su baja movilidad, las soluciones basadas en TEA, e! Tris y NMDG producen resistencias en 

serie mayores (en cerca de! 30 al 50%) que las soluciones equivalentes con Cs+ (Bean, 1992). 

Estas razones subyacen en su utilización como catión interno principal en la mayor parte de los 

experimentos presentados. 

Finalmente, y dado el interés del estudio de la modulación inducida por PG, la adición de 

GTP a la solución interna es indispensable. Sin GTP, los efectos de los NT que dependen de éste 

desaparecen en 5 a 15 min en células pequeñas y muy dializadas (Bean, 1992). Para evitar este 

efecto, se ha incluido 300 f1M de GTP, lo cual puede ser más alto de lo necesario (Bean, 1992). 

En algunos experimentos, e! GTP fue reemplazado por una concentración equivalente de 

GTPyS ó por 2 mM de GDP~S. 
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Para asegurar un nivel de diálisis ll1tracelular homogéneo, todos los regIstros fueron 1t11Ciados 

no antes de 5 min tras la ruptura de la membrana contenida en la luz de la pIpeta de "(11th que 

determina el momento de acceso a la configuración de célula completa (1lJhole cell). 

7.2./.3. 'Rundown" de la Coniel1te de CCDV 

'The blessmg and curse rif whole-al/ recording 

/1 Iha! ¡mall io/u (ami eVeN proleills) 

can dJ]Jusc ¡rom pipe! fa cel/ (or ¡he reverse). " 

S.W. Jones, 1990 

La configuración de célula completa de la técnica de patch-clamp permite el control del medio 

intracelular, pero, a su vez, requiere que cualquier sustancia soluble requerida para la actividad 

eléctrica normal de la célula sea provista por el experimentador. En particular, la corriente de 

ea2
' de células internamente prefundidas es bastante lábil. A medida que la perfusión procede, la 

corriente de ea2
+ se vuelve progresivamente más pequeña y finalmente desaparece, mientras que 

las corrientes de Na + y de K' en la misma membrana no muestran prácticamente ningún cambio. 

La tasa de desaparición de la corriente es similar entre corrientes entrantes de cationes ni 

divalentes, ni monovalentes. (Forscher y Oxford, 1985). La desaparición de la corriente no es 

reversible (Doroshenko et al., 1982) y ha sido descrita en prácticamente cada estudio de 

corrientes macroscópicas de eeDV en neuronas prefundidas internamente o dializadas. ha sido 

ascrita a la depleción de un componente citoplásmico soluble necesario para la actividad de los 

eCDV (Fenwick et al., 1982; Kostyuk et al., 1981; Forscher y Oxford, 1985). Esta h.ipÓtesis se 

apoya en la dependencia de la tasa de lavado de la tasa de perfusión (determinada por el tamaño 

de la apertura del electrodo de succión). La molécula intracelular requerida por la corriente de 

Ca" debe ser larga o parece difundir lentamente porque es generalmente más lenta que la tasa de 

llltercamblO de K' intracelular por cesio (Hagiwara y Byerly, 1983). 

A pesar de la existenCla de algunos trabajos en los que se reportan condiciones que llevan a la 

eliminación del fenómeno (e incluso a su "reversión"; Fedulova et al., 1981; Doroshenko et al., 

1(82), no cXlste, en general, un consenso sobre cómo deshacerse de él. Sin embargo, se han 

Identificado algunos factores que ayudan a volverlo suficientemente lento como para permitir el 

csrudio de b cornente eJe Ca:!! en una ventana de tlCn1pO r:lzonablc. 



82 

1 ~lg/ml y es mezclado con un tercio de volumen de 40 mg/ml de dcxtrán/tluorcsceína (reso 

molecular 10,000, Molecular Probos, Eugene, OR, chsuclto el~ 10 mM Tris-HCl, pH 7.5 Y filtrado 

a través de una membrana de 0.2 ¡.tm). La solución de DNr\ es centrifugada a alta velOCldad para 

remover parúculas que pudieran obturar la pipeta de inyección. La solución amarilla resultan te de 

DNA-dextrán es transferida a una pipeta de microinyección. 

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

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

diámetro aproximado de 0.5 [lm (Ahn et al. 1998). 

La estaClón de tnlcroinyección utilizada (que es también utilisada 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 lámpara de mercurio de 

100 W Y un filtro cúbico Nikon B2A (filtro de excitación de 450-490 nm, espejo dicroico de 510 

nm, y filtro de emisión de 520 nm); un sistema automatizado de microinyección que consiste de 

una unidad neumática de alta precisión capaz de resolver en e! orden de femtolitros (Transjector 

5246; Eppendorf); un sistema de micromanipulación que posee un movimiento especializado 

que permite dicha inyección (5171; Eppendorf). El microscopio y e! equipo asociado se 

encuentran montados en una mesa anti-vibratoria. 

Durante la microinyección se trató de mantener constantes las siguientes variables: (1) Una 

presión en la pipeta igual o ligeramente superior a la presión en e! núcleo (entre 100 y 200 hPa, 

dependiendo de! tamaño de la pipeta); (2) La profundidad de la penetración de la pipeta en el 

núcleo Oa suficiente como para crear un agujero en la membrana nuclear); (3) El tiempo de 

contacto entre al pipeta y la membrana nuclear (0.3 a 0.4 seg). Estos valores son determinados 

empíricamente después de numeroSOS ensayos para encontrar condiciones que produzcan un 

moderado hinchamiento de! núcleo sin causar explosiones nucleares catastróficas. Una célula 

inyectada exitosamente tiene un núcleo verde brillante con algo de coloración en e! citoplasma ya 

que la mezcla dextrán-fluoresceina puede difundir a través de los poros nucleares. Por otra parte, 

un hinchamiento pronunciado de la célula generalmente indica una inyección citoplasmática. 
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Después de un período de mcubación de 8 a 14 horas, las neuronas que rccibICron 

myccCloncs Íl1tranuclcarcs exitosas son Identificadas por la fluorescencia del hctcrólogalTICntc 

expresado S65T G F1' ya que ellas brillan u1tensamente como "pequei'ios soles verdes". 

Fmalmente, resta decir que el rendimiento de transformación positiva que tiene esta técnica es 

muy bajo: en promedio, 5 a 10 de 100 células que reciben inyección se marcan con dextran­

fluoresceina. De éstas, una o dos expresan la proteina a ruve1es detectables. Esta es la limitación 

de la transfección de neuronas por rnicroinyección. Sin embargo, para registros de patch, un par 

de decenas de células positivas al dia son más que suficientes. Evidentemente, el método no sirve 

para producir grandes cantidades de proteína recombinante para ensayos bioquímicos. 

7.4. PREINCUBACIÓN CON PMA 

"Pirs! Law ojPharmaco!og¡: 

Al! drugs hove Iwo eJfoc!s, 

!he one Jau know, 

and the one yau dM', know. " 

S.W. Jones, 1998 

Se ha reportado sistemáticamente que los análogos del diacilglicerol pueden tener efectos 

directos sobre las corrientes de CCDV, no relacionados con la activación de la fosforilación 

dependiente de PKC, cuando se encuentran presentes en la solución de registro externa 

(Hockberger et al., 1989; Doemer et al., 1990; Abrahams y Schofield, 1992). Tomando esto en 

cuenta y sacando provecho de que los efectos de los ésteres de forbol no sólo se desarrollan 

rápidamente «5 min), sino que también son duraderos y prácticamente irreversibles (Swartz, 

1993; Zhu e Ikeda, 1994; Shapiro et al., 1996; Chen y Penmgton, 1997), bs neuronas fueron 

mcubadas en una solución que contenía PMA durante 7 min a 37 oC Justo antes del registro. 

Este procedimiento por pretratarniento nos permitió excluir el PMA y el DMSO de la solución 

de registro, minirmzando así la posibilidad de efectos directos o no específicos (Hockberger et al., 

1989). 

Dos controles aelIcionalcs, respecto de h cspecificiebd de las acciones del PMl\, fueron 

realizaclos. (1) Reemplazando el PM¡\ con 4-ex-forbol; (2) Incubando las neuronas por 10 min 

con el inh,bidor de proteínas cinasas, estaurosporina (500 nM, Jisuclta en DMSO) y después por 

7 min aclicionaIcs Dnto con 500 n¡v! ele estaurosponna como con 500 nl\! de PM:\. Tocios los 



84 

efectos del PJ"LA reportados aqui fueron observados en la enorme mayoría de las células 

evaluadas (>80 %, n = 40), e incluso después de periDdos relativamente largos (hasta 1 h) 

postenores a la 111cubación. La preincubaClón con Pc,1.r\ aseguró resultados consistentes, al juzgar 

por el hecho de que las corrientes a través de CCDV N en neuronas pretratadas con PMA 

presentaron cinéticas homogéneas y claramente distintivas (ver Resultados). 

Las soluciones que contenían forbol 12-miristato, 13-acetato (PMA) fueron preparadas 

diariamente a parrir de soluciones stock que contenían 1.6 mM de PMA en dimetil sulfóxido 

(DMSO) siendo disueltas en solución de Ringer a una concentración final de 500 nM de PMA y 

0.03 % (v/v) de DMSO. El PMA Y el4-cx-forbol se obtuvieron de Calbiochem (La Jolla, CA, 

USA), la Ol-conotoxina GVlA de Alomone Labs (J erusalem, Israel) y todos los demás reactivos 

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



8. RESULTADOS 

8.1. CARACTERÍSTICAS DE LA. CORRIENTE DE CCDV N EN CULTIVOS 

PRIMARIOS DE NEURONAS SIMPÁTICAS DEL SCG DE RATAS ADULTAS 

JÓVENES 

La Fig. 1 ha sido incluida, en primer término, para ilustrar dos puntos principales: (1) La 

caracterización farmacológica de la corriente aislada en nuestras concliciones de registro; (2) La 

presencia de inhibición tónica específica de CCDV N' 

Los trazos en la Fig. lA ilustran un registro típico de corrientes macroscópicas, obtenidas 

mecliante la técnica de pa/eh·clamp (Hamill et al., 1981) en configuración de célula completa (whole 

eel~, de una neurona proveniente de un cultivo primario de neuronas simpáticas del ganglio 

cervical superior (SCG) de la rata. Las características electro fisiológicas de la corriente estimulada 

por el protocolo de voltaje ilustrado en la Flg. 1 C serán ampliamente tratadas a lo largo de esta 

presentación de resultados. Aquello en lo que aqui se pretende hacer énfasis es en la sensibilidad 

farmacológica de esta corriente. 

La Fig. 1 B demuestra que la mayor parte de la corriente registrada fluye a través de CCDV N' 

Cerca del 85% de la corriente entrante máxima es bloqueada lrreversiblemente por la toxina 

peptíclica ú)·CgTx GVIA, lo cual establece un criterio fa1macológico universalmente aceptado 

que la define como corriente a través de CCDV N' El bloqueo que induce esta toxina es 

meversible, al menos en la ventana de tiempo más larga probada: la perfusión continua por más 

de 20 min con solución de reglstro libre de esta toxina no reVIerte de manera apreciable el 

bloqueo. El hecho ele que el remanente de la corriente, tras la apbcación de ú)·CgTx GVIA sea 

bloqueado por compIcto por 100 ~lM de Cel" (Fig. ID), indIca que fluye también a través ele 

CCDV. T:1I1to ~ll l11sél1s1bilidad ;1 tOX1!l:lS coni.O su ClllY:i l-V ]¡gn:1111cnte cnrrid:l h:iCJ;l 
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Fig. lA-D Caracterización farmacolrJgica de la comente estudiada. A Corrientes macroscópicas de bario (lB) 
estimuladas con el protocolo de fijación de voltaje ilustrado en C. Los números próximos a cada 
registro de la columna izquierda mdican el potencial d~l pulso de voltaje utilizado en cada caso. B Ibn en 

presencia de 10 ~M de ffi-CgTx GVIA. La barra de calibración en la parte inferior de la Fig B, aplica a 

todos los trazos en ~-\ y B. El protocolo de fijación de voltaje (C) consistió en dos pulsos idénticos de 
40 ms con despolarizaciones crecientes en 5 mV. seguidas por una repolarización parcial de 10 ms a 
-40 mV. Un intervalo de un segundo separó a ambos pulsos y un prepulso antecedió por 15 ms al 
segundo de ellos. D Relación I-V de valores promedios de densidad de IBa para las neuronas en A y B, 
Y tras la aplicacion de 100 J.l~I de Cd2+ (n :;:: 7, mismas neuronas en todos los casos). 

potenciales hiperpolarizantes (Fig. lD), penniten identificar a ésta última como una corriente de 

CCDV tipo R (ver l\péndice 1.2). 

El segundo aspecto que importa es el efecto que tiene un prep¡¡!so breve (50 ms), sumamente 

despolarizante (+80 m V) sobre las características de las corrientes. Como se observa en la Fig. 

lD, la corriente tras dicho prepu!so crece en amplitud de una manera dependiente del potencial de 

prueba_ Este fenómeno es conocido como "facilitación", y es universahnente interpretado como 
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1l1dicauvo de la presencia de inhibición tóruca mediada por PG, slstemáucamente observada en 

neuronas Sllnpátlcas en condiciones basales (lkeda, 1991; Swart7., 1993; Yang y Tsien, 1993). 

Nótese en los trazos de la Flg. lA que la dismpClón por prepulso,- de esta inhibición va 

acompañada de un incremento en la inactivación en estado estacionario del voltaje. 

8.2. IDENTIFICACIÓN DE LAS SUBUNIDADES Gp CAPACES DE INDUCIR 

INHIBICIÓN DE CCDV N 

Los trazos de corriente de Ca'+ (lc,) que se ilustran en e! panel derecho (P1) de la Fig. 2A, 

muestran la tipica respuesta de las corrientes de CCDV N ante la presencia de una concentración 

saturante de NE (10 J-LM; Schofield, 1990; Chen y Schofie!d, 1993; Delmas et al., 1999) en la 

solución de registro. La corriente sufre una fuerte disminución en su amplitud - en más del 50% 

(Fig. 3G) - Y alteraciones en su curso temporal. La previa inactivación 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 activación de los canales inhibidos que 

vuelve, además, claramente bifásica la cinética de activación de la corriente (Fig. 2A, trazos 

superiores). Este caractenstico "enlentecimiento cinético" es una de las propiedades distintivas que 

definen a la inhibición dependiente de voltaje (VD). 

La dependencia de! voltaje caractenstica de la inhibición inducida por NE es tambIén 

evidenciada por su sensibilidad a un prePlllso. Los trazos del panel derecho (P2) de la Fig. 2A 

fueron registrados un segundo después que aquellos del panel izquierdo (P1) durante un pulso de 

voltaje idéntico pero precedido en 25 ms por un prepulso breve (25 ms) y sumamente 

despolarizante (+125 mV). En condiciones basales (Fig. 2A, trazos inferiores), la facilitación que 

éste induce es pequeña, comparada con aquella que se registra en presencia de NE (Flg. 2A, 

trazos superiores). Nótese en la Fig. 2A, que la facilitación en prescncia de NE conlleva a que 

también se reviertan los efectos de ésta sobre la cinética de la corricnte. El índice de facilitación 

constituye, por tanto, una medida directa de la proporción de CCDV N inhibidos ele una manera 

VD en caela condición. 

Todas las ~lltcr:lCIOnCS en el conlportaI111cnto de la cüuicntc, c1uC resultan oc la aplicaCión 

c:\tf:lcclular de NE, ~Ol1 rcproclucl<.b::-\, en COl1<.l!ClOI1CS b:1S:llcs, 1,+ h01':18 <..kspués de b lIlyccción 

llHr:1nllclL':lt" del cDN.:\ P:1[:1 b sllbllnid:1d eP2" Es dccír, dicho procedimiento de 
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Fig. 2A-F Alteraciones en la facilitación basal inducida por la inyección intranucJear del DNA codiftcante para la 
Jubunidad Gf32" A-E Trazos superpuestos de corrientes de Ca2+ (IcJ registradas durante 
despolarizaciones de 20 ms (Pl. P2) a +10 mV desde un Vh de -80 mV, en ausencia (trazos inferiores) 
o presencia (trazos superiores) de NE (10¡¡lvl), antes (P1) o después (P2) de un prepulso de 25 ms a 
+125 mV. Los paneles sucesivos muestran las corrientes de células no inyectadas CA) y de células 
inyectadas con concentraciones crecientes del cDNA para la subunidad GP2 (B-E), coinyectado en 
todos los casos con una concentración de 100 ng/~l de Gy)' F Índice de facilitación promedio de Tea 
para las neuronas en A-E (P2/Pl). Se encuentran agregados también los datos obtenidos tras la 
inyección de un cDN~\ irrelevante (Una forma truncada del receptor a cannabinoides de la rata, CBIA; 
n = 23, 7,4, 6, 19, 3, para neuronas control, inyectadas con CB lA, 10, 20, 100 Ó 600 ng/¡¡l del cDNA 
para G~2' respectivamente). 

sobreconcentración intracelular de este subtipo Gp lleva a que se registren corrientes 

tónicamente inhibidas de manera VD. Lo anterior no es solamente evidente por las en/enleciclas 

cinéticas de activación en condiciones basales y por la aceleración en las mismas y el incremento 

en la amplitud inducido por prepulsos, sino también por una fuerte reducción en la responsividad 

de las corrientes ante la aplicación de NE. Esto es, G~2 rnimetiza y ocluye los efectos de este NT 

I:¡ por ende los efectos de otros que comparten este fenotipo inhibitorio). 

La magnitud de los efectos anteriores depende del grado de inhibición de la corriente. Puede 

inferirse por tanto, que depende también de la concentración absoluta de subunidades G~ libres. 
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Según los datos presentados en la Fig. 2, ésta {11t:11n~ guarda algún tipo de correlación con la 

concentración de cDN]\ presente en la SOh.lCIÓn de inyeCCión intranuc1car. J ,as PlgS. 21) a F 

muestran que, concentraclOnes crecientes del cDNJ\ para Gp" dan como resultado grados de 

inhibición tónica progresivamente mayores. En la Fig. 2F puede observarse que una 

concentración de 100 ng/fll de dicho DNA induce efectos máxunos sobre el índice de 

facilitación basal: el sextuplicar dicha concentración (Fig. 2E) lleva consigo pocos cambios 

adicionales (Fig. 2F). 

No se pretende derivar de los datos anteriores la tentadora conclusión de una correlación 

estrecha entre la concentración del cDNA presente en la pipeta de inyección y la concentración 

íntracelular de subunidades GP2 libres 14 horas después. Hasta ahora, ninguna técnica de 

sobreexpresión heteróloga permite establecer este tipo de correlaciones causales. Sin embargo, 

los datos que se presentan en la Fig. 2 cumplen con las siguientes expectativas: (1) Permiten 

establecer una concentración estándar mínima para la obtención de efectos máximos con la cual 

poder investigar el efecto de otros subtipos de subunidades GP; (2) Muestran que el incremento 

en el índice de facilitación basal es un efecto que resulta de la sobreconcentración de subtipos 

Gp con potencialidad inhibitoria; (3) Evidencian que esta medida es fiable en cuanto a que no es 

producto de la manipulación experimental: la inyección intranuclear de un cDNA irrelevante 

(eB1A, una forma truncada del receptor a canabinoides de la rata) no reproduce ninguno de los 

efectos que inducen las subunidades Gp (Fig. 2F Y 3E-G). 

Todos los subtipos restantes de subunidades Gp clonadas y conocidas hasta el momento 

reproducen, cualitativamente, los efectos descritos pata el subtipo 2. Es decir, todos ellos 

provocan una reducClón en la densidad de corriente (Fig. 3E), aumentan el índice de facilitación 

(Fig. 3F) Y ocluyen lo modulación inducida por NE (Fig. 3G) en condiciones basales. Sin 

embargo, difieren cuantitativamente en dos aspectos fund=tmcntales. 

La primer distinción se establece en términos de la rotenCla inhibitona relauva de cada 

subtipo. En este caso, )' COll10 puede apreciarse claran1cntc de los regIstros presentados en 1:1 Fig. 

3D, el subtipo G0s puede separorsc del resto ror sus débiles efectos sobre la denSIdad de 

comente (Fig. 3E) \, concom.iuntemcllle, sobre el índice de faCl]¡roción b"s:d (Fig. 31'). 

Cbr:ln1l:nrC, :lp:lrCCl: entonces como el subupo CjUl: tiene b menor potcnclauc.bd mhibItOrl:1 En 
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Fig. 3A-G Idmtiflcación de los subtipo! de subunidades G/3 que causan modulación dependiente de voltaje de las 
comentes de ccl+. A-D Corrientes de Ca2+ promedio de células no inyectadas (n == 11), CA) en 
comparación con aquella de células inyectadas intranucleannente con el cDNA para G~l' G~4' Y G~5 
(E, e y D, respectivamente). E-G Resumen de valores promedios para índices de facilitación (E), 
inhibición por NE durante PI (F), y densidad de corriente durante PI en ausencia de NE. GfJ 1 en := 

17), G~2 (n = 17), GJ3, (n = 2) Y G~s (n = 9) fueron coinyectados con una concentración de 100 ng/¡¡l 
de Gy). G]34 (n == 7) fue coinyectado con la misma concentración de Gyy 

este contexto la fuerte reducción en la inhibición de la corriente inducida por NE en células en 

las que G~5 se encuentra sobreconcentrada, puede interpretarse en ténninos de un 

desplazamiento de las subunidades G~ endógenas encargadas de mediar dicha inhibición, más 

que de un efecto específico sobre los CCDV N (aunque caben otros tipos de interpretación que, al 

igual que ésta, no serán exploradas). 

Entre los demás subtipos, la potencia inhibitoria es relativamente equivalente en ténninos de 

los indices explorados en las Figs. 3E a G. Sin embargo, existen algunas diferencias entre ellos: 

(1) La reducción en la densidad de corriente basal es máxima con G~2 y G~4; (2) La facilitación 

es máxima con G~4; (3) La oclusión de la inhibición inducida por NE es máxima en neuronas 

inyectadas con G~, y G~2; Y (4) G~) parece tener efectos intermedios en todos casos. 
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De todos los parámetros evaluados, claramente el indice de facilitación (Fig 3F) es el mas 

representativo de la capaCidad para mduClr una inhibición VD de los C:CDV N: por definición, la 

inlubiclón VD es aquélla que puede ser transitoriamente revertida por despolariza ClOnes 

extremas de la membrana Gones y Elsmlie, 1997). Por lo tanto, el subtipo G~4 es aquél que 

presenta la mayor potencia para inducir efectos inhibitorios VD. Por otra parte, en términos de 

su s11nllitud de efectos sobre la facilitación basal y sobre la inhibiclón inducida por NE, los 

subtipos G~l y G~2 parecen tener capacidad inhibitona VD sunilar. Finalmente, G~3 parece 

tener los menores - y más variables - efectos VD. Con base en estas consideraciones, la 

potencialidad de los distintos subtipos de G~ para inducir una mhibición VD puede establecerse 

como: G~4:O: G~l '" G~2 > G~3 »> G~5' 

La segunda distinción entre los efectos de los subtipos se desprende de un análisis 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 corriente máxima registrada en el 

pulso de prueba (P2) que sucede a un prepu!so. Este tipo de representación busca remarcar los 

efectos rnhibitonos VD: las alteraciones en la cinética de activación y el grado de facilitación. 

Pero, ¿Qué sucede, justamente, con la densidad de corriente durante P2?, ¿Alcanza valores 

control' En otros términos, ¿Es toda la modulación inducida por subunidades G~ 

exclusivamente VD? 

La Fig. 4 pretende establecer una distinción entre los subtipos G~ en térmmos de las 

preguntas anteriores. En las Figs. 3F y 3G se hizo notar la similitud de los efectos de G~l y G~2 

en térmmos de facilitación basal (Fig. 3F) y de oclusión de la inhibición inducida por NE (Fig. 

3G). Sin embargo, G~l y G~2 difieren enormemente en la capacidad de cada una para inducir 

una forma de inhibición de la densidad de corriente no reversible por plrplllsOJ (Joig. 4). 

Los trazos en las Figs. 41\ a e representan el promedio de los trazos de densidad de corriente 

de todas las neuronas registradas en cada condición indicada. La diferencia fundamental entre las 

U1hiblCiones inducldas por G~l y G~2 saltan a la vlsta. Un grado de facilitación equivalente (Flg. 

3F) lleva, en el caso de G~l a gue la densidad de comente en P2 crezca hasta olcanzar volorcs 

Sll111hrcs :11 control (hg. 4D) En c1:11'o contL1stc, el 1111smo gr:ldo de:: fJcilir:1C1Ón, c.:n el caso de 

C;~::, se :1::;OC1:1 con 1.111:1 l11:1rcldJ rcduccJ(')!1 en b d<:!1Silbd de CCJtTll'ntc In:; los tnt:¡.'JOJ' (hg. -iD). 
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Fig. 4A-F lnhibiaón de la denJidad de comente independiw!e de va/lqje mducida por mbunidades Gf3. A-e Trazos 
de densidad de corriente de calcio promedio para todas las neuronas control CA; n ~ 11), neuronas 

inyectadas con cDN .. \ para G~I (B; n = 9) Y G~2 (e; n = 9). Mismo protocolo de voltaje descrito para 
la Fig. 2. D Densidad de corriente antes (Pl) o después (P2) de un prepulso. E Porcentaje de 
inhibición de lea después de un prepu/so, tomando el valor de densidad de corriente control promedIo 
en P2 como referencia. 1vrismas neuronas de la Fig. 3. 

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

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

inducida por NE en el control (Fig. 4A), provoca efectos intermedios a los de G~I y G~2 sobre la 

densidad de corriente 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 inhibición total. La inhibición de la corriente 

inducida por G~I es casi completamente revertida por un prep"lso (Fig. 4E) Y es, por tanto, 

definible como "puramente VD". El subtipo G~2' en cambio, induce un patrón inhibitorio 

"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 N se encuentren tónicamente inhibidos por un mecanismo independiente de voltaje (VI); 
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ó (2) Que baya una reducción neta en el número de CCD\' ~ presentes en la membrana, 

resultado de algún fenómeno desconocido y selectivamente acl:lvado por los subl:lpos G~2' G~; Y 

G~4 (Fig. 4D Y E). Según se detallará en la Discus¡ón, y por las razones que entonces se 

mencionarán, la interpretación que aquí se favorece es la primera. Sin embargo, no se aportará 

evidencia conclusiva alguna que la sustente. 

En los trazos de la Fig. 4A puede apreciarse que la NE induce, también, una inhibición mixta 

con componentes tanto VD como VI. La separación electrofisiológica entre ambos será tratada 

en más detalle más adelante. También será interesante especular que los efectos intennedios 

entre las subunidades G~ que se observan en presencia de NE pudlesen estar asociados conque 

la transducción de su señal utilice una mezcla de subtipos G~. Por abora, baste subrayar que 

ciertos subtipos de estas subunidades (G~2' G~, y G~J inducen patrones inhibitorio s mixtos, 

mientras que otras (G~¡ y G~5) provocan inhibiciones puramente VD (Fig. 4D Y E). A partir de 

los datos presentados en la Fig. 4E, puede inferirse un orden de potencia relativa, para inducir 

una inhibición VI, entre los distintos subtipos de G~ que seguiria un orden G~2 > G~, '" G~4 

»> G¡3¡ '" G~5· 

8.3. EFECTOS PARADÓJICOS DE LAS SUBUNIDADES Gj3 

Las FlgS. 2 a 4 llustran los efectos inhibitorio s "típicos" asociados a la sobreconcentración 

intracelular de subunidades G~ (Herlitze et al., 1996; Ikeda, 1996). Sin embargo, ¿Son éstos los 

únicos efectos que induce este procedimiento expenmental? En otras palabras, ¿Las células que 

recibieron una inyección U1tranuclear de cDNA, y que no expresaron el clásico fenotipo de 

comente tónicamente inhibida, son todas indistinguibles del grupo control? Una respuesta 

negativa para ambos interrogantes tiene como base las siguientes consideraciones. 

Los trazos de la Fig. S muestran el promedio de la densidad de corriente en tres gmpos de 

células inyectadas con cDNl\ para subunidades G~ inhibitoriamente activas, agn¡pados, no en 

términos del subtipo l11yectado - cada gmpo contiene neuronas inyectadas con el cDNJ\ de los 

subupos G~¡ G~2 Y G0., -, SillO en términos del efecto obtenido. El primer grupo (Gl; Fig. SE) 

prcscnt:\ el efecto lI1hlbúono pton\ccho (l'JC Sé. ln I..kscnto I..'\"'l. bs hgs 2 a 4. El scg\l11do gn.1po 

(C;2; Flg Se) ¡Cpn'::-;CI1t:1 :1 un grupo de I1l'tHOIUS lnyl'C!.\d:lS peLO con fenotipo de cornente 
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Fig. 5A-D Diferentes fenotipos modu/aton'os inducidos por sobn:concentración de subunidades Gj3. A Células de la 
Fig. 4.~. B-D Tres grupos de neuronas inyectadas con al cDNA para subunidades G~ activas pueden 
discrirnmarse visualmente en términos del fenotipo de corriente registrada: Células con el efecto 
inhibitorio úpico descrito en las FlgS. 2-4 (B; n == 33), células indiscriminables del control ce; n == 25), Y 
células inclasificables en cada grupo anterior (D; n == 23). 

indistinguible del control (Fig. SA). El tercer grupo (G3; Fig. SD) es el que ha motivado el título 

del presente apart.~do: tras una manipulación experimental idéntica, tanto el fenotipo basal de la 

corriente como su patrón de respuesta a la NE no son tan sólo claramente distintos a los 

observados en Gl yen G2, sino que son, además, antagónicos a los que se presentan en G1. 
e 

En clara oposición al patrón inhibitorio en Gl, la densidad de corriente y las cinéticas de 

activación e inactivación aumentan en G3, mientras que, tanto la facilitación basal como aquélla 

en presencia de NE disminuyen en este grupo. Es, además, notorio que la NE aún es capaz de 

inhibir parte de la corriente de G3, pero que el patrón inhibitorio cambie sustancialmente 

respecto del que se presenta en los demás grupos: no sólo muestra insensibilidad a los prepulsos 

sino que no altera las cinéticas basales de la corriente. 

¿Permite, esta clasificación visual previa, realmente identificar grupos discretos?, ¿Se 

encuentran interrelacionadas las características fenotípicas de la corriente y su patrón de 

respuesta a NE en este grupo?, ¿Son todas éstas características representativas de un patrón 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 eliminación de la facilitación basal en G3 covaría .con una disminución a la 

respuesta a NE (Fig. 6A), con una eliminación de la sensibilidad al voltaje de la inhibición 

remanente (Fig. 6B), con un aumento en la densidad de corriente (Fig. 6C) Y un muy prominente 
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Fig. 6A-F Covanadón de las carae/mi/ieas jenotípicas dzstwtzvas de cada grupo de neuronas de la FIg. 5. A-D 
RelaCIones cntre el índice de facilitacIón basal (en escala logarítmlCa natural) versus el porcentaje de 

inhibICión por NE (A), el índice de facilitación en presencia de NE (B), la densidad de corncntc en PI 
(C) y el porcentaje de lI1activación en PI (D. determInado como la relación de lea m1xi.ma en P1 entre 

el promedio de lea en el último ms de dicho pulso de prueba). E RelaCIón enrre la densidad de 
corriente y el porcentaje de mactivación en P1. F Relación entre el porcentaje de InhIbición por NE y 
el porcentaje de ¡nactlvación en P1. l\Lsmas células de la Fig. 5. 
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aumento en la inactivación de corriente en estado estacionario (Fig. 6D). La densidad de 

comente de las nemonas del gmpo G3 se superpone ligeramente con aquella del grupo G2 pero 

:llnbos son claran1entc distintos en la 111agnitud de la inactivación que exhiben durante el pulso 

de prueba (Fig. GE). CorrespondIentemente, altos úlwces de inactJvaclón en G3 cavarían con 

bajos índices de inhIbición por NE (Flg. 61'). Patrones de cov:uioción similares se observaron 

entre hs lebclOnes densH.bd de co¡rtente ¡"¡'niU porcent:lJc dc 111111bJCión por NE) v entre c:::tL' 

últi.mo y h hcílH:lClón ell prCSCl1CU ,..le este NT 
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Fig. 7A-D Los grupos 1 y 3, representan características extremas de modulación por mbunidades Gj3. A Promedios 
del porcentaje de inhibición inducido por NE en P1 y P2. B Porcentaje de inactlvación durante Pl en 
ausencia y presencia de NE. e Índices de facilitación basal y facilitación en presencia de NE. D 
Densidad de corriente durante PI. lYfismas células de las Figs. 5 y 6. 

En resumen, la falta de facilitación basal, el aumento en inactivación durante el pulso de 

prueba, la reducción en la sensibilidad a NE y el hecho de que la inhibición remanente no 

presente sensibilidad al voltaje, son todas características que covarian entre sí y que, por tanto, 

sugieren la existencia de un estado modulado particular y distinto de los CCDVw 

La Fig. 7 muestra la tendencia central de los valores de cada una de las variables examinadas 

para cada grupo aislado a partir del análisis de la Fig. 6. Nótese que los valores promedio del 

grupo G2 son muy similares a los de las neuronas control, y que en términos de inactivación de 

estado estacionario (Fig. 7B), indice de facilitación (Fig. 7C) Y de densidad de corriente (Fig. 7D), 

los grupos Gl Y G3 presentan comportamientos no solamente distintos al del control y al del 

grupo G2, sino opuestos entre sÍ. Estas observaciones sugieren las siguientes interpretaciones: 

(1) El grupo G2 representa células que no expresaron la subunidad Gp con cuyo cDNA fueron 

inyectadas; (2) Los grupos G1 Y G3 expresaron, ambos, la proteína deseada; (3) Las subunidades 
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G{3 activas pueden dar lugar a una señal divergente que active dos patrones modulatorloS 

thametralmente opuestos; (4) El grupo G 1 contiene células en las que un efecto lI1hlbnono de 

G~ es domlI1ante, mientras que G3 identifica un efecto est1n1Ulador mediado por las rnlsmas. 

Si todo lo anterior es correcto, la disminución en la magnitud de la respuesta a NE en G 1 Y 

G3 (Fig. 7 A) es el resultado de dos procesos distintos: de una oclusión a los efectos de la misma 

en G 1, Y de una reducción en la responsividad en G3. Esto es, la convergencia de efectos sobre 

la inlubición inducida por NE es análoga más no homóloga. 

Finalmente, y tal vez lo más importante, si una interacción directa entre G~ y los CCDV N es 

la responsable del efecto de G1 (De Waard et al., 1997; Zamponi et al., 1997), entonces, es 

posible que exista un segundo intermediario q\Je medie los efectos observados en G3. Si esto es 

cierto, tiene que haber una vía de señalización intracelular que sea activada por las subunidades 

G~ y que converja junto a estas en los CCDV N. 

8.4. LA ACTrv ACIÓN DE LA PKC MIMETIZA LOS EFECTOS ESTIMULADORES 

INDUCIDOS POR SUBUNIDADES Gf3 

Dos sistemas de segundos mensajeros son regulados por subunidades G~y: la ruta del cAMP, 

a través de la inducción de la actividad de la adenilato ciclas a (Chen et al., 1995), y la vía de la 

PKC, que es activada indirectamente tras la estimulación de la fosfolipasa C~ (Katz et al., 1992). 

Como ha sido expuesto en los Antecedentes, a pesar de que existen reportes sobre regulación de 

CCDV N por PIZA en ciertas preparaciones (p.e., Gross y Macdonald, 1988, 1989; Surmeier et al., 

1995), la mayor parte de la literatura ha descartado su participación en la misma en neuronas 

simpáucas. Por el contrario, la segunda vía ha sido repetidamente involucrada en dicho proceso 

y, en neuronas sunpáticas, existen evidencias p;"blicadas que la vuelven un buen candidato para 

mediar los efeclOs observados en el G3 (Swartz, 1993; Yang y Tsien, 1993; Zhu e Ikeda, 1994; 

Shapiro et al., 1996). 

La Fig. 8 muestra la facttbihdad de la hipótesis anterior. En neuronas que han recibido un 

tratamiento con un ,,(tivador de J:¡ PKC - el éster de f01bol, PMA - previo al registro (Flg. SC), la 

:tm.phrud de 1:1 corrienté rcgisrr:ld:1 nO ~olo nende :1 ser sigl1lflcttl\':1!11cnrc l11:"Í.s gr:1nclC quc en 
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Fig. 8A-F El activador de /a PKC, PMA, reproduce y magnifica !as características estimuladoras observadas en el 
grnpo 3. A-e Promedio de trazos de lea control CA; n ;::: 8)) de neuronas del grupo 3 (B; mismas células 
de la Fig. SD) Y de neurona, pretratadas con P¡"'fA (e; n = 13). D-F Promedios de densidad de 
cornente (D), índice de facilitación basal (E) e inh1bición de NE durante Pl (F) para las neuronas 
control y aquéllas tratadas con P1!A., en comparación con neuronas que recibieron un tratamiento con 
4a-forbol Cn ;::; 5) Y neuronas tratadas con estaurosporina eSTAD), previo al tratamiento con P"MA. Cn 

= 6). 

neuronas control (Fig. 8A) - e incluso superior ~ aquella registrada tras la aplicación de un prepulso 

en estas neuronas - sino que presenta, aún más marcadas, las caractensticas cinéticas de 

activación e inactivación, y la eliminación total de la facilitación basal observada en las neuronas 

de G3 (Fig. SB). Más aún, en estas neuronas se reproduce el cambio en el patrón de respuesta a 

la inhibición inducida por NE. Aunque disminuida en magnitud (Fig. 8F), la inhibición por NE 

sigue presente, pero se manifiesta ahora como una reducción porcentual insensible a prep"lsos en 

la amplitud de la corriente que no altera en absoluto las cinéticas observadas antes de su 

aplicación, de manera extremadamente similar al fenómeno observado en el grupo G3 de 

neuronas inyectadas con el cDNA para subunidades G~ activas. 
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z\ pesar de que la sirrulirud fenotípica entre las corrientes del grupo C3 y aquellas de neuronas 

prctratadas con Pl\L\ no aporta eV1dencia concluyente sobre una relacIón causal que vincule a la 

pKC en la modulación estimula ton" inducida por subunidades Cp, es claramente sugestiva de la 

misma y no es e! aportar mayor evidencia al respecto lo que ha motivado la serie de 

experimentos que se presentarán a continuación,_ Antes que eso, se ha intentado contestar una 

pregunta aún más básica: ¿Son los fenómenos observados un reflejo de la existencia de una vía 

de modulación positiva de los CCDV N ó simplemente consecuencia de un proceso de 

desinhibición tónica y prevención de inlubición subsiguiente? En menos palabras, ¿Existe 

modulación positiva de CCDV N? 

Indudablemente pueden identificarse dos fenómenos, seguramente interrelacionados, 

inducidos tanto por subunidades Cp como por el pretratamiento con pMA: (1) Aquellos 

relativos a las alteraciones en el comportamiento basal de la corriente (trazos inferiores en las 

Figs. SE y C); (2) El cambio en el patrón de respuesta de esta corriente frente a la NE (trazos 

superiores en las Figs. SE y C). La búsqueda de una respuesta sobre el origen de ambos 

fenómenos ha sido el tema central propulsor de esta tesis. Ambos serán tratados de manera 

independiente. Además, por simplificación experimental, el pretratamiento con pMA ha sido 

utilizado en reemplazo de la inyección intranuclear de cDNA por tres razones: (1) No sólo 

reproduce cualitativamente el mismo fenómeno, sino que lo magnifica cuantitativamente; (2) 

Como puede observarse en la Fig. 6, el grupo C3 es una subpoblación de las neuronas que 

expresan subunidades Cp, que es a su vez una subpoblación de las neuronas que sobreviven a la 

inyección intranuclear de cDNA, que es a su vez una subpoblación de las neuronas inyectadas, 

etc.; (3) El tiempo necesario para que las neuronas expresen la proteína deseada se superpone 

con el tiempo en el cual las neuronas en cultivo pierden la forma esférica earacterisoca a las pocas 

horas de! sembrado, y comienzan a extender prolongaciones, comprometiendo, por tanto, la 

fijación espacio-temporal de voltaje, que unplde la aplicación de protocolos más extensos y de 

medrdas más rigurosas. 

Las FlgS. SD a F muestran otro aspecto de los efectos InducIdos por el PMA Si bien es cierto 

que poca es la aportación en el terreno de la fannacologb que puede desprenderse ele este trabajo 

~ pOI la scncrlb r;1zón de que no estaba delltro de sus objc:ti\'os ul1:l 1l1VCsúg:1C¡Ón de: este tipo -

algo puede decirse respecto del S\.lstr:-O,to bioq\..lÍr:'11co que mec11.l hs :\(C1ü!lC~ dd prc:tr:lt:11l11l'I1W 
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con PMA. Es poco probable que acciones directas o no específicas de los ésteres de forbol sobre 

CCDV N expliquen los efectos observados por cuatro razones: (1) Los efectos inespecíficos que 

se han reportado son inhibitorios (Fig. 5; Hockberger et aL, 1989; Doerner et aL, 1990; 

Abrahams y Schofield, 1992) y aquéllos aquí expuestos son estimuladores; (2) Dichos efectos son 

dependientes de la presencia extracelular del compuesto (Hockberger et al., 1989). El método de 

pretratamienoo empleado permite excluir al PMA de la solución de registro, minimizando 

cualquier efecto extra celular de los esteres de forbol; (3) El mismo pretratamiento con el análogo 

inactivo 4-a~forbol no reproduce las acciones del PMA (Fig. 8D-F); (4) Preincubaciones con el 

inhibidor de cinasas, estaurosporina (Ruegg y Burgess, 1989), antes y durante el pretratamiento 

con PMA, bloquean todos los efectos inducidos por el PMA. Las corrientes a través de CCDV N 

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

Tomados juntos, los resultados con 4-a-forbol y estaurosporina apoyan la interpretación de 

que los efectos inducidos por el PMA resultan de la fosforilación de proteínas. Varias evidencias 

favorecen la idea de que esta fosforilación puede ser medisda ·por activación de la PKC. (1) El 

PMA es un éster de forbol bien conocido y amplliunente utiliZado, con actiVidad probada para 

activar específica y selectivamente a la PKC en neuronas del SCG cuando es usado a una 

concentración de 500 nM (Swartz, 1993; Zhu e Th:eda, 1994; Shapiro et aL, 1996; Barrett y 

Rittenhouse, 2000). (2) El 4-a-forbol no activa a la PKC (Castagna et aL, 1982). (3) La 

estaurosporina es un inhibidor potente pero no selectivo de la PKC (Ruegg y Burgess, 1989). (4) 

Hay evidencia que sugiere que corrientes de CCDV N reconstituidas son estimuladas por el PMA 

a través de un mecanismo todavia desconocido (Hamid et aL, 1999) que involucra la fosforilación 

dependiente de PKC de la subunidad al de estos canales (alB; Stea et aL, 1995; Hamid et aL, 

1999). 

Con base en lo anterior, se hará uso indistinto de las frases "activación de la PKC" como 

sinónimo de "inducido por PMA". De cualquier manera, el que se llegara a demostrar que no es 

ésta sino otra la enzima involucrada, pocos cambios sustanciales induciria en las conclusiones que 

aquí se obtengan. 



8.5. EFECTOS DE LA ACTIVACIÓN DE PKC SOBRE EL COMPORTAMIENTO 

BASAL DE LAS CORRIENTES DE CCDV N' 
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Como ha sido establecido en el planteamiento del problema, interesa aquí la discrunmaclón 

entre dos posibles explicaciones para el aumento en la amplitud (Fig. 3D) Y las alteraciones en las 

cinéncas de las comentes tras el pretratamienl0 con PMA (FIg. SC y E): (1) Que se deba a la 

remoción de inhibición tónica; (2) Que represente a un fenómeno independiente de esta. Queda 

sobreentendido que una combinación de ambos fenómenos no es excluída a priori. 

El abordaje del problema se basa en un estudio comparativo entre los efectos inducidos por el 

éster de forbol PNLA y aquellos resultantes de la diálisis intracelular con el inhibidor no selectivo 

de PG, GDP~S. Ambos efectos se comparan, en todos los casos en que ha sido posible, con 

aquellos inducidos por un prepu/so en condiciones control, pues es este el procedimiento 

experimental que originalmente llevó a la demostración y caracterización de la inhibición tónica 

(Fenwick et al., 1982; Hoshi et al., 1984; Scott y Dolphin, 1990; Kasai, 1991; Ikeda, 1991; Swartz, 

1993). 

8.5.1. Efectos del PMA Y el GDP~S en la Amplitud y Curso Temporal de Corrientes en 

Estado Estacionario del Voltaje 

La diálisis interna con GDP~S aumenta la amplitud de corrientes totales de Ba2
+ y elunina la 

facilitación basal induc1da por prepu/sos (Fig. 9,\-D). Los efectos del GDP~S son comparables 

con aquellos induc1dos por un prepulso en control, y son, por tanto, atnbuibles a la remoción de 

inlubición tómca (Ikeda, 1991). Ambos procedimientos producen un aumento de la corriente 

que es más pronunciado para potenciales de plUeba negativos (Fig. 9A Y Bl que para potenciales 

positivos (fig. 9C y D) alrededor del máximo de la I-V (Fig. 9E). Esto lleva a que el incremento 

proporcional en la amplitud de la corriente inducido por remoción de inhibición tónica sea 

inversamente proporcional al valor del potenc1al utilizado para evocarla (Fig. lOA). Esto es, el 

aumento es dependiente de voltaje (Ikeda, 1991). 

De HUllera similar a los efectos de los jJlr.'j)//!JOJ o del GDPpS, breves prcll1CUb:1C10nCS con 

Fr.!:\ el11111non lo faCIlitaCIón basal (1'1;;. 9!\·]) \. lOll) \' plDducell un l11CreIl1ellto dependiente de 

\"olt:1)c en b c!cnsllbd de la cotricntc (Flg 9E Y 10:\). 1.:1 :\!11plitud ele b corriente Jur:1ntc 
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Fig. 9A-G Efecto! del PAJA y del GDPpS en la relación comenle-vo/!qje y mla eÚJética de activación de comentes lololes 
de cevV ..... ·, A-D loo evocada por pulsos cuadrados de voltajes a los potenciales mdicados en cada gráfica 
(Vp). utilizando el protocolo de fijación de voltaje .uustrado en G. Los trazos de IIh superpuestos 

representan el promedio de lB;!. de neuronas contro( (n = 16), neuronas dializadas con GDP~S (n = 11) Y 
neuronas pretratadas con PJ\Lt\ (n = 1 T). La misma, barra de calibración aplica para A-D. El protocolo de 
fijación de voltaje (G) consistió en dos pulsos ~dénticos de 10 ms (pI, P2) con despolarizaciones 
creCIentes, seguidas por una repolarización parcial de 10 ms. Pl y P2 fueron separados por 1 segundo, y 
P2 fue precedido (15 ms) por un prepulso de 50 ms. E Relacion I-V pata neuronas A-D duante Pl. L'l 
densidad de corriente se calculó corno valor medio de la corriente entre 3 y 4 ms tras el inicio del pulso. F 

Constante de tiempo (1"01.0) de un decaimiento exponencial simple ajustado a la fase de activación de la 

comente una vez que la comente transitoria positiva ha cruzado la linea basal (200-300~s, después del 
inicio del pulso de prueba). 

despolarizaciones pequeñas (Fig. 9A Y E) se incremenm más que la corriente que se regisu~ 

durante despolarizaciones más grandes (Fig. 9C y D). Estas similitudes en los efectos sobre la 

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

con aquel producido por prepl//sos o GDP13S han sido sostenidas como evidencias a favor de la 
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remoción de lI1hibiClón tónica en ambos casos (Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 1994). Se intentará 

mostrar lTIás adelante que esta no es necesariamente la única Interpretación posible. 

Al margen de las s11111litudes notadas anteriormente, existen dos diferencias notables entre los 

efectos del PMA y aquellos de los prepulsos y el GDP~S. Pnmero, el Pi\1j\ recluta más corriente 

de lo que lo hacen los prepulsos y el GDP~S (Fig. 9E Y 10A). Segundo, el aumento de la corriente 

inducido por estos últimos, a potenciales de prueba negativos, no está acompañado de ningún 

cambio SIgnificativo en la cinética de activacióp (Fig. 9F), y, en contraste, el aumento inducido 

por PMA está acompañado por cambios marcados en la cinética de la corriente. Como es posible 

observar en los registros de las FlgS. 9A-D, después del pretratamiento con PMA, la corriente se 

activa más rápido con pulsos de prueba negativos. 

El curso temporal de la fase de activación de la corriente se ajusta a una función exponencial 

con una sola constante de tiempo (''''; Jones y Marks, 1989a; Ikeda, 1991). La relación de '", 

versus voltaje registrada tiene la forma de campana descrita para la activación de corrientes de 

CCDVN en neuronas simpáticas (Jones y Marks, 1989a; Ikeda, 1991), alcanzando un máximo 

alrededor de -20 m V y decreciendo tanto a potenciales más negativos como más positivos (Fig. 

9F). 

De manera similar a lo reportado por Ikeda (Ikeda, 1991), los prep¡¡lsos tienen un efecto sobre 

't;¡ct , pero dicho efecto se cllcunscnbe a una reducClón significativa a potenciales más posltivos 

que aquellos que generan corriente entrante máxima, sin que tengan ningún efecto a potenciales 

más negativos (Fig. 11l;) Un efecto similar se observa tras el tratamiento con GDP~S (inserto en 

la Fig. 9F). En contraste, ',,, es significativamente reducida (P < 0.05) en un rango de voltaje de -

30 a +5 mV por el PMA (Fig. 9F), con una reducción de -26% en el valor máx.imo de ',,, (a -20 

mV). Nótese que este no es el único cambio en 10 cinética de las corrientes inducido por PlVU\. 

Los lrazos de las Pigs. 9j\~D muestran una aceleración en las ciné.ticas de inactivación en estado 

estacionarla que tampoco es reproducida por GDP~S, y que se hari mucho más evidente en el 

curso de dcspobrizacioncs mis largas (500 ms; f'lg. 16). 

En S\.H11:1, Gunbios sIgnificativos en b eméLica de..: la corncntc son vistos tras b incubación con 

PilL\ pero 110 co11 di:íllsis de C;DP~S. 
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Fig. 10A-B Aumento dependiente de voltqje y eliminación de la facilitación basal inducidos por Plv1Ay GDPf3S. A 
Porcentaje de aumento de la corriente calculado a partir de los valores promedios ilustrados en la Fig. 

9E para neuronas pretratadas con P1v1A. y dializadas con GDPpS, y en la Fig. l1E para el efecto de los 

prepulsos en condiciones control. B Facilitación basal en el rango de potenciales que inducen corriente 
entrante.1vrismas neuronas de la Fig. 9. 

8.5.2. Efectos del Incremento en la Inhibición Tónica sobre la Cinética de Activación de 

la Corriente 

Conviene en este momento hacer una pausa en e! análisis de los efectos que induce e! PMA 

para explorar un hecho notable que ayudará a fundamentar algunas de las conclusiones que se 

establecerán más adelante. 

Los resultados anteriores tienen la siguiente connotación. En el rango de voltaje donde se 

presentan efectos máximos de la inhibición por PG sobre la amplitud de la corriente (Fig. 9E), 

las alteraciones en la cinética de activación son núnimas (Fig. 9F). Viceversa, los prepJllsos tienen 

efectos sobre la cinética de activación de la corriente (Fig. llF) a potenciales en los que recluta 

poca corriente adicional (Fig. llE). Esto, que se desprende de! análisis de corrientes con un nivel 

bajo de activación de PG, debena probar ser cierto en condiciones en las que se registre un nivel 

más elevado de inhibición basal. 
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trazos de IB~ superpuestos representan el promedio de IBa de neuronas control (mIsmas neuronas de la 
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Rcbción I-V para las neuronas de 1\-D durante PI y P2. F Constante de tiempo (lac:> de un 
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El grado oe InhibiCIón tónica de las corrientes puede ser cxpcritnentalrncntc incrementado 

por sustitución del GTP en la solución interna por su análogo no hidrolizable, GTPyS (Ikeda, 

1991; Swartz, 1993; Yang y Tsien, 1993). En estas condiciones, lo densidad de corriente que se 

registra es notablemente inferior a la que la que se registra en conebcloncs control (Flg. 111\-D) Y 

muestra un;]. dcpcndcncl:1 del \'olta¡c hgcr:lIncntc cornda hacu. potcncúlcs dcspolanz:1I1tcs (Fig. 

11 E), (lUC se tr:lducc en un gt;tclo ele.; inhlbiClón cbr:1mcnte ckpcndlcntt; ck \Tolt:1Jc (Fig. 11 E). 
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Nótese que el fenómeno va aparejado de un incremento en la sensibilidad frente a prep"lsoJ (Figs. 

11A-D), que aumentan al doble la amplitud de la corriente registrada a potenciales negativos (Fig. 

11G) Y corren en sentido hiperpolarizante la dependencia de voltaje de su actlvación (FIg. llE). 

Estos efectos son típicos de la inhibición VD y son análogos, 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 

activación de la corriente (Fig. llF). Para ser posible la comparación con los resultados de la Fig. 

9F, el curso temporal de la fase de activación de la corriente en presencia de GTPyS ha sido 

ajustado a un decaimiento exponencial simple. Debe hacerse notar que esta aproximación no 

pretende ser estrictamente cuantitativa, pues, como se detallará más adelante, una descripción de 

este tipo requiere de un decaimiento biexponencial (Fig. 24). Sin embargo, funciona 

adecuadamente para hacer una descripción cualitativa del mlmtecimimto cinético que induce la 

activación de PG en el curso de los primeros milisegundos. Nótese en la Fig. llF que los 

principales efectos que induce el GTPyS sobre el comportamiento de 't~, se encuentran 

básicamente restringidos al rango de potenciales positivos al que induce corriente entrante 

máxima (Fig. l1E), Y que los prepulsos revierten este efecto casi por completo (Fig. llF). 

Una posible explicación de la marcada separación en la dependencia del voltaje que tiene el 

efecto de los prepulsos sobre la amplitud de la corriente versus aquéllos que inducen sobre la 

cinética de activación de la misma (Fig. 11 G) será expuesta en la Discusión. Por ahora, estos 

resultados permiten reforzar la observación de la Fig. 9F: queda claro que, si un gran aumento en 

la magnitud de la inhibición tónica (Fig. l1E) se traduce en cambios marginales en la cinética de 

activación de la corriente a potenciales más negativos que aquellos que inducen corriente 

entrante máxima (Fig. 11 F), entonces la marcada reducción en 't", que induce el PMA, en este 

rango de potenciales (Fig. 9F), no puede explicarse por remoción del moderado nivel de 

inhibición tónica registrado en el control (Fig. 9E). 

8.5.3. Efectos del PMA Y el GDP~S en el Comportamiento Poblacional de los CCDV N 

Los resultados anteriores sugieren que el PMA puede inducir algunos cambios en la cinética 

de las corrientes que no son explicables por la remoción de inhibición tónica. Sin embargo, no 

permiten inferir gran cosa sobre la naturaleza que subyace al aumento de la corriente. En última 
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Fig. 12A-E Efectos del PlVL4y del GDPpS en las curvas de activación de comentes de CCDVN A-e Relación 
del promedio ~e IBa de cola versus voltaje para las neuronas de la Fig. 9. La densidad de corriente de 
cola fue determinada como la densidad de corriente promedio en un período de 100 ¡..ts ll1iciados 
400 Jls después del f111 del pulso de prueba durante la' repolarización parcial a -40 m V (protocolo en la 
Fig. 9G). Las líneas suaves qu~ conectan los puntos representan el mejor ajuste a la suma de dos 
funciones de Boltzmann (ver texto). D-E Gráfica de los componentes Individuales de cada ajuste de 
Boltzmann para los datos de Pl (parámetros en la Tabla 1) 
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instanCIa, bien podrían ser cambios adicionales a la remoción de dicha inhibición. En particular, 

dos de las observaciones hasta ahora presentadas -han sido tomadas previamente (Swartz, 1993; 

Zhu e Ikeda, 1994) como razón suficiente para sustentar la idea de que la inhibición tónica de 

eeDV N sea removida como consecuencia de la activación de la PKC: (1) La ausencia de 

facilitación basal (Fig. 10B); (2) La dependencia de voltaje del aumento en la amplitud de las 

corrientes (Fig. 101\). Sin embargo, también ha sido sugerido que un aumento en la cinética de 

inactivación, como aquel observado tras e! PMA (Fig. se y Fig_ 9 A-D), puede oscurecer en 

algunos casos los efectos de los prepl/Isos de manera que no puedan ser tomados ya como un 

índice de la actlvidad de PG (Elmslie et al., 1993). 

Lo :lntcnor SUglClc 1:1 ncccs!cbd de buscar Il1:1S c\.ildcnci:ls sobre la presencia o no de 

1I1hlb¡ción tónicJ :"IDtes de 1I1fcLir sobre b posIble dcpcndcl1ci:l (!c:.: l:st:1 de los efectos ObSCll.:ildos 

en 1l{,:uron:lS prctr:lt:1(bs con Pl\ L\ 
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El efecto de la inhibición dependiente de voltaje, mediada por PG sobre las curvas de 

acti,-ación de la corriente ha sido extensamente 'documentado (13oan, 1989b; IkeJa, 1991). Por lo 

tanto, se buscaron cyidenClas de la remoción de la inhibición tónica analizando las corrientes de 

cola registradas a un potencial de -40 m V, tras e! regreso de un pulso de prueba de amplitud 

variable (protocolo en Fig. 9G). Esta repolarización parcial no tiene otro objetivo que e! de 

eJzlentecer la cinética de desactivación de la comente y disminuir la amplitud de la misma, con la 

finalidad de evitar las oscilaciones en la fijación que suelen inducir las enormes comentes de cola 

que se producen tras una repolarización total al potencial de mantenimiento utilizado (-80 m V). 

La relación entre las amplitudes promedio de las comentes de cola y e! potencial de! pulso de 

prueba, para las neuronas de la Fig. 9, se encuentra ilustrada en las Figs. 12A-e. En acuerdo con 

la descripción de Ikeda (lkeda, 1991), la inhibición tónica en el control dio como resultado curvas 

de activación asimétricas alrededor del punto medio de activación máxima (Fig. 12A; circulos 

cerrados) que se ajustan pobremente a una función sigmoidal simple. Sin embargo, las curvas de 

activación son descritas particularmente bien por la suma de dos funciones de Boltzmann Oas 

curvas suaves muestran el ajuste), como ha sido extensamente documentado en trabajos previos 

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

donde J(V) es la densidad de comente de cola como función del potencial de prueba V. Para 

cada componente, J, Vh y k son la amplitud, potencial de activación media y factor de pendiente, 

respectivamente (ver Tabla 1). 

En términos del modelo willing-re/¡lCtant, el componente de voltaje de Boltzmann con V h más 

negativo (primero) y aquel con V, más positivo (segundo) corresponden a la activación de 

grupos de canales no modulados e inhibidos por PG, respectivamente. Acorde a esta 

interpretación, la amplitud fraccional del segundo componente en condiciones control sugiere 

que -24% de la comente máxima de CCDV N se encuentra bajo inhibición tónica (ver Tabla 1). 

Los prepulsos afectan la amplitud relativa de ambos componentes de Boltzmann, pero no los 

parámetros de pendiente, punto medio de activaciól) o corriente máxima reclutable tras 

despolarizaciones extremas (esto es, JI + J2; ver Tabla 1). De esta manera, el que la amplitud 



J, J, T~'l V h2 k, k, 
(1"\/1'1') (1',\11'1') (m\~ (111 V) (mV) CmV) 

Control (PI) 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 

GDP~S (Pl) 55.5 8.7 ·15.5 12.4 5.3 8.5 

GDP~S (P2) 60.4 -15.1 5.9 

PMA (P1) 60.2 16.9 -15.6 20.6 5.2 14.8 

PMA (P2) 54.4 8.6 -16.2 12.5 5.3 13.2 

Tabla 1 Parámetros derivados del ajuste a la suma de' dos funciones de Boltzmann (ver ecuación en el 
texto) de las relaciones de corriente de cola promedio versus voltaje de los datos presentados en la 
Fig. 12A-e. 
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fraccional de! primer componente se incremente a >92% en condiciones control tras los prepu/sos, 

es interpretado como el resultado de la reordenación re/¡¡clanl ~ wi//ing dependiente de voltaje 

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

El modelo anterior queda apoyado por los efectos que induce e! GDP~S (Fig. 12B). En 

presencia de éste, e! componente atribuido a la inhibición tónica es reducido a menos de! 15% de 

la amplitud fraccional máxima, y los prepu/sos inducen prácticamente su eliminación (rabIa 1). De 

hecho, después de los prepu/sos, la curva de activación de las corrientes de cola con GDP~S es 

prácticamente simétrica y, por tanto, describible por a una función de Boltzmann simple (Fig. 

12B; cuadros abiertos). Por tanto, la liberación de inhibición tónica por prep¡¡/sos (Fig. 12A; 

círculos abiertos) o por GDP~S (Fig. 12B) está característicamente tipificada por una 

"simetrización" en las curvas de activación (Ikeda, 1991), lo cual es consistente con la noción de 

la activación de una población más homogénea de canales mayoritariamente no modulados. 

J\ partir de los datos de la Tabla 1 es posible descomponer la función doble de Boltzmann, 

que descnbe el comportarruento global de la corriente, en cada uno de sus componentes, lo cual 

permite visualrzar los procesos antes descritos. La gráfica de cada componente aislado (Fig. 12D) 

muestra que el incremento en la amplrtud en el primer componente causado por el GDP~S está 

:1S0C1::ldo con un decremento en el segundo con1poncnte. Un CSCcl1:lnO ~Ir)11hr puede cxplic:lr los 

cfect0s de 10s pn;t'.;¡,i,OJ (Flg ::'0) T.:1 :'llnplirud ele 1:1 enI ncntc :l1.lment:ld:1 :1 pOrCnCI:lles de pn!l:b:1 
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medianamente despolarizantes después del GDP~S (Figs. 9E y lOA) o de los p"P"lsos (Fig. llE Y 

1 DA) puede por tanto ser explicada por cambios en la amplitud fracciona! de la comente de los 

dos componentes de Boltzmann (Ikeda, 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 

remoción de inhibición tónica, sería esperable encontrar efectos similares al de los p"P"lsos o el 

GDP~S sobre las curvas de activación de la corriente, sobre todo, en vista de la dependencia de 

voltaje que guarda dicho incremento a potenciales medianamente despolarizantes (Fig. 13A). 

Sorprendentemente, las curvas de activación de las comentes de cola probaron ser tan 

asimétricas alrededor del punto medio de activación máxima como aquellas de! controL El ajuste 

a una Boltzmann doble muestra que e! voltaje de activación medio y la pendiente de cada 

componente no están sustancialmente alterados respecto de! control (Tabla 1). 
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De manera similar a los prepl/IJoJ o al GDP~S, el PMA induce un marcado incremento en la 

amplitud del pritncr componente. Sin embargo) este Incremento no se encuentra correlacionado 

con un decremento en la amphtud del segundo. Al contrario, la amplitud de rucho componente 

es inesperadamente similar a aquél que se registra en condiciones control (Fig. 12E). Así, a pesar 

de que la magnitud del aumento en el primer componente es similar a aquél V1stO tras los prepu/sos 

en neuronas dializadas con GDP~S, es notorio que la amplitud relativa de cada componente 

(aproximadamente 78 y 22%, respectivamente) no se encuentra significativamente alterada con 

respecto del control. En consecuencia, e~ incremento inducido por PMA en la amplitud de las 

corrientes de CCDV N no puede ser explicado por cambios en la amplitud relativa de cada 

componente de Boltzmann como en e! caso de los prep"lsosy del GDP~S. 

Según 10 anterior, el hecho de que e! aumento inducido por PMA guarde cierta 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 reducción en la población modulada como ha sido 

interpretado en un trabajo anterior (Zhu e Ikeda, 1994). Por otra parte, e! hecho de que al menos 

parte del aumento responda a un fenómeno que no involucre interconversión rel"clanl --c> willing 

de canales es la única manera de explicar la meseta de incremento independiente de potencial que 

sistemáticamente se ha reportado que induce e! PMA en éstas células y que puede variar en 

importancia entre menos de! 10% Y hasta un 40% (Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 1994). 

8.5.4. Efectos del PMA en Células Dializadas con GDP~S 

El segundo componente de Boltzmann en las curvas de activación registradas en neuronas 

pretratadas con PMi\ (Fig. 12E) podría inrucar la presencia de canales tónicamente inlubidos en 

estas condiciones. Esto llevaría a pensar que ni el incremento en la amplitud ni las alteraciones en 

las cinéticas inducidas por PMA se encuentran relacionadas con la remoción de dicha inhibición. 

Aceptando 10 anterior, ambos efectos deberían ser independientes sobre la población no 

modulada y deberían persistir, por tanto, en condiciones en las que la inhibición tónica haya sido 

previamente removida. 
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Fig. 14A-F Ejectos del PMA sobre las commtes de CCDVN m células diah~das ron GDPf3S. A Curso 
temporal de las acciones del P1viA sobre la corriente máAima registrada durante un pulso de prueba de 
50 ms, en neuronas dializadas con GDP/3S (n = 6). El protocolo de fijación de voltaje ilustrado (D), 
aplicado con una frecuencia de 0.05 Htz, fue similar al de la Fig. 9G, excepto que Pl y P2 fueron de 
50 ms cada uno. El P:M.A (500 nM) fue disuelto en la solución externa y directamente aplicado en la 
neurona estudiada en los tiempos indicados por la barra sólida. La amplitud de corriente se presenta 
normalizada al valor de comente máxima obtenida antes de la aplicación del PALA. B Fracaón d.e la 
corriente máxima (}.fax) que permanece al final de la despolarización de 50 ms (Fin). e Constante de 
tiempo de la fase de activacion de la comente (tacJ calculada según 10 descrito para la Fig. 9F. 
E Trazos de corriente promedio registrados a los tiempos marcados en A. F Curvas de activación de la 
corriente para las mismas neuronas en A-C, registradas al fInal del experimento, utilizando un 
protocolo de fijación de voltaje similar al de la Fig. 9G, con la excepción de que un solo pulso (P1) fue 
aplicado. Los datos fueron normalizados a la amplitud de corriente registrada tras un pulso a +80 ro V. 
La linea continua gue une los puntos representa el mejor ajuste de una suma de dos funciones de 
Boltzmann. Las curvas agregadas representan la gráfica de cada uno de los componentes individuales 
de esta doble función (ver parámetros en el texto). 

La Fig. 14 muestra que la conjetura anterior es cierta en un curso temporal. En ausencia de 

facilitación basal, eliminada por diálisis con GDP~S, la perfusión 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 aplicacIón de PMA, la ampbtud de la comente se incrementa rápIdamente 

alcanzando un "alar asintótico del ....... 14 % de aumento tras aproximadamente un Inmuto (Fig. 

141\). Este efecto está temporalmente correlacionado con un n1arcado cambio en la tasa de 

inactivación en estado estacionario. La corriente pasa de inactivar un 20% en el curso de 50 

milisegundos a más del 34% (Fig. 14B) en presencia de PMA, y los prepulsos pasan de no tener 

prácticamente efecto alguno a causar un pronunciado decremento en la amplitud de la comente 

subsecuentemente estimulada (Fig. 14A). 

Resulta notorio que estos efectos no solamente persistan tras el cese de la perfusión con 

PMA, sino que se vuelven aún más prominentes tras el regreso a la solución externa normal (Fig. 

14E). La amplitud de la corriente se incrementa en un 8% adicional para alcanzar un 25% de 

aumento respecto de su valor inicial (Fig. 14A) Y la magnitud de la inactivación se incrementa a 

más del >40 % (Fig. 14B). Aún más llamativo es el hecho de que las alteraciones en la constante 

de activación de la corriente (t",) no sean estadisticamente significativas sino hasta el cese de la 

perfusión con Pl\1A (Fig. 14C). Durante la exposición a éste, t", es reducida de 1.82 ± 0.38 ms a 

1.74 ± 0.35 ros (P > 0.05) mientras que tras el fin de ésta, se reduce hasta 1.28 ± 0.25 ms (P < 

0.001). 

Las observaciones anteriores están posiblemente correlacionadas con un efecto inhibitorio de 

los ésteres de forbol sobre CCDV N, no ligado a la activación de la PKC, cuando se encuentran 

presentes en el espacio extracelular (Hockberger et al., 1989). A pesar de que la 1\ reportada para 

el efecto sobre la amplitud de la corriente ronda en el rango nucromolar, los resultados 

presentados indican que algunos efectos pueden persistir incluso a las bajas concentraciones (500 

nM) utilizadas en la solución de registro. Este efecto no fue investigado a fondo pero sirve para 

sustentar la conveniencia del uso de procedimientos con preincubaciones. 

Fmalmente, las curvas de activación de la corriente obtenidas al final del experimento (Fig. 

141~) muestran una dependenCla del voltaje claramente más simétrica alrededor del punto medio 

de activación máxima que aCJuellas registradas en neuronas pretratadas con PMA (Fig. 12C). El 

ajuste a una suma de dos funclOlles de Bolrzmann muestra que los valores del voltaje de 

activacIón media máxima (-17.7 mV y 12.1 mV, para V"' y V"2' respectivamente) y la penchente 

(4.5 y 123 mV, p:l.r:1 k¡ y k.::, rcspcctiv:1mcntc) de c:1cb componente son Sl1111brcs a aquéllos 

deSCrItos en la T~bb 1 r~ra nc\.~r()n:1S rrctrataebs con 11"1\1:\. Sin cmb:1tgo, la :1mplirud porccnn.l:11 
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del segundo componenté se encuentra reducida a menos del 10% de la corriente máxima (Fig. 

14F). Esto significa una reducción del 50% con respecto a la amplitud fraccional del segundo 

componente en neuronas pretratadas (Fig. 12E). 

El conjunto de resultados anteriores muestra que la remoción de la inhibición tónica por el 

GDPj3S no ocluye los efectos del PMA, Y que, por tanto, ambos tratamientos no son 

equivalentes. De hecho, la observación siguiente no es concluyente pero sí fuertemente sugestiva 

de que la inhibición tónica se encuentra presente en neuronas tratadas con PMA antes del 

registro y ausente en aquéllas previamente dializadas con GDPj3S: la facilitación "negativa" (esto 

es < 1.0; Zhu e Ikeda, 1994) registrada en est~ último experimento (0.75 ± 0.07; media ± 

desviación estándar; Eg. 14E) es significativamente superior (P '" 0.01) a la registrada en los 

experimentos con neuronas tratadas antes del registro, de las Figs. S Y 9 (0.90 ± 0.06). Un 

resultado de este tipo seria esperable si, en estas últimas, parte de la inactivación inducida por 

prepulsos es compensada pOt una facilitación ("positiva'') de la población tónicamente inhibida. 

Esto podría indicar que, efectivamente, la acelerada tasa de inactivación de la corriente tras el 

PMA podría oscurecer un fenómeno de facilitación aún subyacente, como ha sido sugerido por 

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

8.5.5. El Tratamiento con PMAAumenta la Inactivación Dependiente de Voltaje 

Repetidamente, se ha subrayado en párrafos anteriores e! notorio efecto que induce e! PMA 

sobre la cinética de inactivación de la corriente (Figs. 8, 9 y 14). Sin embargo, en la Fig. 1 se hizo 

notar que la liberación de iÚhibición tónica por prepulsos aumenta, también,", e! grado de 

inactivación que se tegistra durante un pulso de prueba. Esto se corresponde con los r..eportes de 

otros grupos, según los cuales tanto los prepulsos como e! GDPj3S pueden aumentar e! grado de 

inactivación de la corriente (Ikeda, 1991; Swartz, 1993). Aunque nuestros registros durante 

pulsos de prueba breves (Fig. SC, 9A-D y 14E) indican una inactivación aún más marcada tras e! 

Pl\.1A, que podría estar asociada a la facilitación "negativa" causado por los prepu!sos (Fig. 10B Y 

13B), e! aSunto merece consideración más profunda. 

Los experimentos ilustrados en la Eg. 15 emplean una variación de! protocolo de tres pulsos 

utilizado por Cox y Dunlap {Cox y Dunlap, 1994) para medir la inactivación de corrientes de 
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para e y D Todos Jos {razos de corriente fueron escalados :-tI valor de la máxi.,rna amplttud regIstrados 

en Pl. E Curva I-V para la comente pico registrada en 1'2. F Relación de corriente pico en P3/Pl 
como funCión del potencial de 1'2. L:1 esc:da de voltaje de P2 en F, aplica a E. El in seno, mue~tla el 

:lJllstc de Jos valores promedIO registrados en un rango de potenciales de 1'2, de -80 a-ID mV a Un:' 

función SImple de Boltzm:1nn. L:1s lineas punteadas muestran el punto medlO de Inflexlón de la curv:1 
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CCDV N en estado estaClonario del voltaje, en DRGs de pollos. El protocolo de \'oltaje (Fig. 

15/\) consiste en dos pulsos de prueba idénticos de 10 111S a O nl V c.bdos Jl1tl'S )' después de ull 

pul::;o C01H..iicIOlU1Hl: (k SOO rns T ,:1 :lmplItud ele h rorncnte dur:!111e el t'Jlurno ])l:]::;() de prul'b: 1 



116 

condicionante (P2). La corriente durante"el primer pulso de prueba (PI) es empleada como un 

mdIcador de la corriente evocable antes de cada corrida del protocolo, que sirve como para 

corregir las relaciones entre la corriente durante P3 y el potencial de P2 del nmd01V11 de la 

corriente y de un componente de la inactivación que se recupera lentamente, si es que algo, 

dentro de los lOs de intervalo entre corridas. 

La relación entre el potencial de P2 y la amplitud máxima de la corriente evocada por P3 

divldida entre aquella evocada por PI guarda la compleja dependencia de voltaje descrita para 

CCDVN en neuronas simpáticas de! sapo Ganes y Marks, 1989b; Werz et al., 1993), en DRGs del 

pollo (Cox y Dunlap, 1994) y en células HEK293 transfectadas (pati! et al., 1998). El que la 

inactivación sea máxima alrededor del punto de corriente máxima en P2 (Fig. ISE) y que 

decrezca tanto a potenciales más negativos como más positivos hace que adquiera una 

característica forma de U (Fig. 15F; Cox y Dunlap, 1994; Pati! et al., 1998). 

Este tipo de comportamiento de la inactivación que sigue, grosso modo, e! comportamiento de 

la corriente durante e! potencial de mantenimiento (P2), sugiere que la inactivación es 

dependiente de corriente (Cox y Dunlap, 1994). Sin embargo, se ha demostrado que e! mismo 

comportamiento puede ser derivado de un modelo cinético de inactivación estrictamente 

dependiente de potencial Ganes y Marks, 1989b; Pati! et al., 1998), en e! que la tasa más alta de 

inactivación se encuentre acoplada, preferentemente, a los estados cerrados del canal más 

próximos al estado abierto (pati! et al., 1998;Jones et al., 1999; ver apartado 9.5 de la Discusión). 

Este modelo no sólo explica que e! grado de inactivación de la corriente sea menor conforme se 

alcancen potenciales en los que los canales se encuentran predominantemente abiertos (Fig. IsF), 

sino también, y es este uno de los puntos en los que encuentra mayor sustento, e! que se presente 

inactivación apreciable (Fig. IsF) a potenciales del prep"lso por debajo del umbral de activación de 

la corriente (Fig. IsE; ver Fig. 15B, potencial de P2 de -40 m V). Por otra parte, es poco probable 

que un modelo estrictamente dependiente de corriente (ó de "uso") pueda ajustarse a los 

resultados aqui presentados, puesto que uno de los pilares de los modelos de inactivación de este 

tipo es su enorme sensibilidad frente a distintos cationes acarreadores de la corriente (Eckert y 

Chad, 1984), que implicaría una ausencia de inactivación en las corrientes de Ba2
+ aqui estudiadas. 

Las corrientes registradas en todas las condiciones inactivan de manera parcial en el curso de 

los 500 rns del pTl?p"lso. La inactivación de corrientes control alcanza valores máximos de 
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aproXilTladamente 41% tras despolanzaciones de 1'2 a-lO mV (Flg. lSF). CasI la rrutad de este 

valor (18%) se alcanza con despolarizaciones de 1'2 a -40 mV que no producen comente 

aprecIable en 1'2 (Fig. 1 SE), apoyando un modelo de l11activación preferentemente voltaje 

depenruente para CCDVN • Despolarizaciones superiores a los +30 mV facilitan las corrientes 

control, alcanzando una asíntota de -27% de incremento a potenciales por encima de + SO m V 

(Fig. lSF). Esta facilitación muestra la misma dependencia de la inhibición tónica, puesto que se 

encuentra ausente en presencia de GDP~S (Fig. 15C). 

Tras la diálisis con GD1'~S, la corriente muestra· cierta recuperación con despolarizaciones 

crecientes pero esta recuperación es incompleta, alcanzando una asintota de inactivación de 

corriente de -10% con prepu/sos por encima de +60 m V (Fig. lSF). Este no es el único efecto 

inducido por el GD1'~S. La inactivación máxima es incrementada a más del 57%, Y la 

mact1.vaClón a potenciales más negativos que aquellos que inducen inactivación máxima es 

SIgnificativamente aumentada (Fig. lSF). Sin embargo, este incremento en la magnitud de la 

inactivación de la comente no involucra ningún desplazamiento significativo en la dependencia 

de voltaje de la inactivación de la corriente ya que la inactivación media máxima (-30%) es 

alcanzada al mismo potencial que en el control (-40 m V). El -24% de inhibición tónica en 

nuestras condiciones de registro (a partir de la Tabla 1) tiene por lo tanto dos efectos principales 

en la curva de inactivación: una reducción de ----28% en la inactivación lnáxima) y una sobrc­

recuperación de -27% a potenciales positivos a + 30 m V (Fig. lSF). 

El patrón de inactivación tras el pretratamiento con 1'MA muestra tres efectos principales 

sobre el patrón control (Fig. lSF). Primero, la inactlvación máxima alcanza valores cercanos al 

60% Esto representa un aumento de! SO% respecto del control y es también significativamente 

mayor que tras la ruálisis con GD1'~S (j.) < O.OS). Segundo, el ajuste a una Boltzmann simple de 

la curva de Inactiva ció n a pOlenclales negativos (entre -SO y-la mV; inserto de la Flg. 15F) 

n1uestra un punto rncdio de -53 mV p:tra las nCUrOIl:lS tratadas con P"fvL\, (1UC contxasta con los 

,·alores de -31 )' -36 In V para e! control y GDP~S, respectivamente Oineas punteadas en e! 

lIlselto de la Fig. 15r~ El promedio de los valores dCrlvados ele un ajuste sl1mbr, llevado a cabo 

en C:1(h una de bs CUIY;1S de in:lctivación de lochs bs nCUfOl1:lS de GH.b grupo, es ele -3 ).2 ± 2.8 

(n = él, ,37.) l: 1.9 (n = 12) Y --53.2 :t 1.,> (11 oc. 13), 1);11:1 bs nemon;¡s control, ,]¡;¡]¡,,;Hhs con 
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voltqje. A Superposición de los trazos de IBa promedio de las neuronas control dializadas con GDP~S y 
pretratadas con P}.1A de la Fig. 15. reglstradas durante despolarizaciones de P2 a-lO rnV. 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 corriente. Las líneas continuas muestran una función doble exponencial 
(más un componente no inacrivante) trazadas a partir de los datos de la Tabla 2). e Promedio de 
corriente máxima (1-Iax) y de corriente registrada durante el último milisegundo de las 
despolarizaciones de 500 ms (Fin). D Relación Max/Fin co·mo una función del potencial de P2 que en 
la Fig. 15E genera corriente entrante. 

extremadamente similares (P > 0.27), mientras que aquéllos derivados de neuronas tratadas con 

PMA son significativamente diferentes de ambos (P < 0.0004). Por tanto, el PMA induce un 

corrimiento de -20 m V en la dependencÍ2. de voltaje de h inactivación. Este desplazamiento no 

se correlaciona con corrimientos en la curva de activación y, por tanto, no puede ser explicado en 

estos términos (Fig. 15E). En consecuencia, este resuláldo apunta a un aumento en la tasa de 



119 

milCtlVaClÓn de estado cerrado tras el P:tv1A. Tercero, la recuperación de la curva de mactivaclón 

por preplflJoJ está fuertemente reducida a potenciales positivos, clanue como resultado un -25 % 

de decremento en la asíntota de la curva de inactÍvación a potencla!cs positÍvos a +50 m V (Flg. 

15F). Esto puede explicarse de dos maneras: (1) Como un ll1cremento en la tasa de inactivación 

acoplada al estado abierto; ó (2) Que, tras el PMA, los canales inactivan desde el último estado 

cerrado, cuya transición 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 GDP~S como el PMA aumentan la inaetivación durante el pulso de prueba en el 

transcurso de despolarizaciones de 500 ros (Fig. 16). Sin embargo, dos diferencias principales 

apuntan a que sus efectos no son ni cuantitativa ni cualitativamente sim1lares. Primero, la 

fracción de corriente máxima que permanece al final de la despolarización de 500 ms es 

fuertemente reducida por el PMA (relación Fin/Max en la Fig. 16D). Segundo, el PMA acelera , 
marcadamente la cinética de la inactivación (Fig. 16A). 

El curso temporal de la inactivación tras despolarizaciones al pico de corriente entrante se 

ajustó adecuadamente a la suma de dos exponenciales, más un componente no inactivante en 

esta escala de tiempo (500 ms; Fig. 16B). El aumento en la inactivación durante el pulso con 

GDP~S involucra principalmente cambios en la amplitud relativa de los componentes de la 

inactivación, con cambios menores en la segunda constante de tiempo (Tabla 2). En contraste, el 

PlVIA no sólo induce un cambio aún más marcado en la amplitud relativa de los componentes de 

la inactivación, sino que también induce un marcado decremento (P < 0.05 con respecto tanto al 

control como al GDP~S) en ambas constantes de tiempo (rabla 2). El PMA por tanto ll1duce 

camblOs en la cantidad de inactivación durante el pulso, en su dependencia de voltaje (Flg. 15F Y 

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

La Fig. 161\ resume las princlpalcs observaciones con respecto a la cinética de las corrientes 

dUGll1tC el pulso. Prin1cro, la corriente alcanza su valor máxinlo más rápido tras el prctrat:lnl1cnto 

con 1']\-[A. En el lllserto de la Fig. 161\, el trempo al]Jlco a -10m V es dlsm1tluido de 13 ± 3 ms 

en el control a 8 ± :2 111S tras el 1'1\[A, l' < 0.01 (media ± desviación estindar). Segundo, lo 

amplitud de b corncntc pico es :Hl!11Cllt:Hh por d PT\f:\ (Fig. lGC). Sin cmb:ugo, el dCC:11mlcntn 
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Constantes de tiempo (ms) l\mphtudcs (% de corriente total) 

10, 10, A, A, A" 

ContIo] 33.8 ± 2.4 308.1 ± 33.5 17.6±3.1 27.3 ± 3.1 55.1 ±2.4 

GDP~S 39.4 ± 2.7 252.3 ± 22.4 27.6±4.1* 29.8 ± 2.3 42.6 ± 2.7* 

PMA 23.9 ± 1.6'* 202.5 ± 13.5* 45.5 ± 2.6** 23.3 ± 0.5 31.2 ± 2.7** 

Tabla 2 Parámetros derivados del ajuste a la suma de dos funciones de exponenClales, mas un 
componente no 111aCtlvante (AJ al curso temporal de la inactivación durante una despolarización a 

-10 mV. Neuronas de la Fig. 16. Los datos se presentan como media ± EE. Los valores marcados con 
'" fueron s1gnificativamente d1ferentes del control (P < 0.05). Los valores de neuronas pretratadas con 
Pi'viA marcados con ** fueron significativamente distintos tanto del control como de neuronas 
dializadas con GDP~S (P < 0.05). 

al final de la despolarización de 500 milisegundos (Fig. 16C). Por lo tanto, como se sugirió 

anteriormente, el aumento en la amplitud de la corriente ejercido por el PMA es fuertemente 

depencliente de tiempo, de manera que la comente reclutada, desde potenciales de 

mantenimiento razonablemente hiperpo1arizantes .(alrededor de -80 m V), se vea aumentada en 

amplitud en el curso de los primeros milisegundos (inserto en Fig. 16A), Y que clicha cliferencia 

inicial desaparezca a lo largo de despolarizaciones más grandes (Fig. 16B). El énfasis que se pone 

en la parte cinética de la comente es intencional. A partir de la Fig. 15F puede inferirse que, a 

valores cercanos al potencial de reposo normal de la célula (entre -60 y -35 m V) pocos cambios 

en la amplitud de la comente subsistirían mientras que las alteraciones cinéticas gobernarían el 

comportamiento de la corriente. Esta interpretación será tratada con mayor detalle en la 

Discusión. 

8.5.6. Efectos Específicos del·PMA en CCDVN 

Los resultados anteriores muestran claramente que e! pretratamiento con PMA altera la 

cinética de los CCDV. La Fig. 17, por su parte, muestra que estos efectos son debidos a la 

modulación de CCDV N farmacológicamente caracterizados. Tanto en neuronas control (Fig. 

17 .t\) como en neuronas pretratadas con PMA (Fig. 17B), el bloqueador específico de CCDV N 

Cü-CgTx GVIA (10 ¡..tM; ver Fig. 1) bloquea la mayor parte (>80 %) de la comente a través de 

CCDV en nuestras concliciones de registro (en presencia de 5 ¡..tM de nifeclipina). La amphtud del 

remanente de la corriente no cambia con el pretratamiento de PMA. Los efectos de! PMA sobre 
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Fig. 17A-E Ú1 Q)-CgTx GVL4 bloquea la mayor parte de la comente de CCDV A-B Superposición de 
registros promedios de la ISa en condiciones control CA; n = 7) y en neuronas pretratadas con P:MA (B; 
n = 8) regtstradas durante 500 ms de despolanzación a-lO mV. Los trazos superiores muestran, 
respectivamente el bloqueo de la cornen!e por 10 ~M ID-cono toxina GVIA (co-CgTx GVIA) y 100 ~M 
de Cd2+. e Promedlo de corriente máxima (Max) y cornente media durante el último ms de la 
despolarización de 500 ms (Fin) en ausencia y presencia de ro-CgTx GVIA. D Porcentaje de corriente 
máxima y corriente [¡nal boloqueada por ro-CgTx GVIA. E Porcentaje de la corriente que inactiva 
durante los 500 ms de la despolarización. 
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la amplitud de la corriente pueden por tanto ser atribuidos a la modulación específica de 

CCDVN -

De manera interesante, el remanente de la corriente después de la w-CgTx GVLA en neuronas 

pretratadas con PMA muestra un aumento en la inactivación comparada con aquella que 

pennanece en el control (Fig- 17E), sugiriendo que la corriente resistente a toxinas puede 

tambIén ser modulada por el prctratamiento con PMA (Swartz et al., 1993; Zhu c Ikeda, 1994)_ 

Sin embargo, su contribUCIón total a los efectos aqui reportados no supera al -15% (I'lg_ 1)_ 
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A P1 '80mV P2 

~O~~ 
B Vp= -20 mV 
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P1 P2 P1 P2 

!~1J:tr 
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e Vp=-10mV 

o Vp=OmV 

E Vp= +20 mV 

br--c T -'b r'--'~ r 
Fig. 18A-E Efecto de la NE en com'entes de estado eJladonario de neuronas control y pretratadas con P1\1A. A 
Protocolo de fijación de voltaje idéntico al descrito en la Fig. 9G. B-E IBa evocada por pulsos 
cuadrados de voltajes a los potenciales indicados en cada gráfica (V p), utilizando el protocolo de 
fijación de voltaje ilustrado en A. Los trazos de IBa superpuestos representan el promedio de IBa de 
neuronas control en ausencia (n = 16) ó presencia de 10¡.tM de NE (n = 14) Y de neuronas pretratadas 
con PMA en ausencia (n = 17) ó presencia de NE (n = 9). La misma barra de calibración aplica para 

"-l.-D. 

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

En la Fig. S se aprecia un cambio en el patrón inhibitorio de CCDV N inducido por NE en 

neuronas pretratadas con PMA (Fig. SC), respecto de aquél que se presenta en el control (Fig. 

SA). Esto es, la activación de la PKC interfiere parcialmente con la inhibición inducida por NE. 

La única hipótesis formal que se ha publicado para explicar un efecto de este tipo, sostiene que 
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este fenómeno refleja una interferencia selectiva de la PKC con las vías de inhib1Clón que sIguen 

rut:1S clclunltadas a nlcmbrana, S111 afectar aquéllas que' involucran segundos tncnsajcros solubles 

(Shapiro et al., 1996). Esta no es explicación su[¡clente para los resultados aquí descritos: la 

l111ubición inducida por NE sigue exclusivamente vías dehmitadas a membrana (Delmas et al., 

1998b, 1999). Por lo tanto, la interferencia entre ambas vías moduladoras ha de establecerse en 

otro nivel. La ausencia de alteraciones en la cinética de activación y de sensibilidad a los prepulsos 

de la comente de CCDV N 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 VI. 

8.6.1. Efecto de la NE 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 típicas consecuencias que 

desencadena la l11clusión de NE, y que, en términos generales, son cualitativamente similares a 

observadas tras la diálisis con GTPyS en la Fig. 11. Esto es, una reducción pronunciada, pero 

incompleta, en la amplitud de la corriente que es más marcada para potenciales de prueba 

negativos (trazos de 1'1 en las Figs. 18B y C) que para potenciales positivos (Figs. 18D y E) 

alrededor del máximo de la I-V (Fig. 19A). Aqui también, puede observarse, aunque en menor 

escala, la marcada separación en el voltaje de estos efectos con los relativos a alteraciones en la 

cinética de activación de la corriente (Fig. 19C). 

En neuronas prctratadas con 1'1\1:1\, el patrón inhibitorio de la NE cambia sustancialmente. La 

magmtud de la l11hibición no muestra sensibilidad alguna frente a los plrpulsos (trazos de la 

columna derecha en Figs. 18B-E), la curvas I-V no muestran ningún desplazamiento a la 

clependencia del voltaje. (FlgS. 19D) y la cménca de activación de la corriente no es 

slgn¡[¡cabvamente alterada, reteniendo los valores de neuronas pretratadas con PMA (rig 19E). 

Del análisis ele los tra%os ele le columna derecha de le Fig. 18A-D, se obtiene la impreslon ele 

C¡Ué b NE 11:1 p:1s:1do :1 inducir 1.1n:1 inhibición de corrientes en neuronas prdr:1Ladas que scmcp 

un l':-;l':ll()n~\mlcIl¡O lucia :lh:l)O en 1:1 corriente b:1s:11 (Fig. 19D). Un:l rn:1l1l[cst:lClÓn de este tlpO <.:s 

L,It:lllClí;-,!:c:¡ dc h !nhd)!Cl,')!l VI (l.ucbkc \' l)unhp, 199·t) (jllC U1\'OlUcr:l:l un:l proporClól1 111:'lS O 

:11cIlOS l\11pOl (:ln~l' lit.: h lIlh¡!)1C;()ll cws:ld:l por dlStJiH,)S NT, y CU\':( COI1LuhllC1(")l1 es C\'¡dcIltc 
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Fig. 19A~F Efecto de la NE en la! relaciones I~V yen /a cinética de activación de la (om'ente de neuronas control y 
pretratadas con PMA. A, D Relacion I-V para las neuronas de la Fig. 20 durante P1 y P2. La densidad de 
corriente se calculó como valor medio de la corriente entre 3 y 4 ms tras el inicio del pulso. 
B, E Constante de tiempo (racJ de un decaimiento e..xponencial simple ajustado a la fase de acnvación 
de la corriente, calculado como se describe para la Fig. 9F. e, F Relaciónes entre facilitación de la 
corriente (P2/Pl; símbolos cerrados) y facilitación de Tact (Pl/P2; símbolos abiertos) inducidas por el 
prpu/so versus voltaje. La escalas de voltaje ero e y F aplican para A-E. 

como la fracción de inhibición no revertida por prep"lsos (Luebke y Dunlap, 1994). En este 

contexto, nótese entonces la similitud de características en la proporción de inhibición inducida 

por NE y no revertida por prep"lsos en condiciones control (Fig. 19A), con el patrón inhibitorio 

que despliega en neuronas pretratadas con PMA (Fig. 19D). Por tanto, podría especularse acerca 

del papel de disector molecular que juega la PKC sobre la inhibición inducida por NE, al 

prevenir, selectivamente, la inhibición VD. 



125 

8.6.2. Efecto de la NE sobre el Comportamiento Poblacional de los CCDV N en Neuronas 

Control yen Neuronas Tratadas con PMA 

¿Qué implica en términos de comportamientos poblacionales una inlubición VP De manera 

análoga a la Flg. 12, en la Fig. 20 se han trazado las curvas de activación de la corriente 

anallZando las corrientes de cola registradas a un potencial de -40 m V tras la fll1aLrzaclón de 

vanos pulsos de prueba a potenciales crecientes a partir de este valor (protocolo en Fig. 9G). Los 

datos del control y del PtviA están reproducidos a partir de aquellos presentados en la Flg. 12. 

El ajuste de las curvas de activación a una doble función de Boltzmann permite distinguir 

claramente que dos efectos distintos son inducidos por la NE en neuronas control: (1) Parte de 

la inhibición a potenciales medianamente despolarizan tes puede ser revertida por prepulsos, y por 

lo tanto, involucra alteraciones en la dependencia de voltaje de una porción de los CCDV N; y (2) 

Una reducción en la cantidad de corriente máxima reclutable por despolarizaciones extremas 

(esto es 1, + 12; ver Tabla 3). El segundo efecto es definitorio de un componente VI, y eS 

responsables de aproximadamente 15% de la inhibición inducida por NE (Fig. 20A). El primer 

efecto muestra las clásicas características que definen a la inhibición VD. 

A partir de las Figs. 20D y E, en las que se muestran las gráficas por separado de cada 

componente de la doble función de Boltzmann, es posible apreciar que, en presencia de NE, el 

segundo componente es responsable de más del 57% de la corriente máxima reclutable en 

ausenCla de un p!tpulso. Como el punto medio de activación de esta población modulada se 

encuentra unos 40 1"n V más positivo al valor del potencial que induce corriente cntn.ntc lnáX1IDa 

(ver -rabio 3), el resultado neto del cornmlento en lo dependencia de voltaje de activación de una 

buena ploporción de los canales es una reducción en la amplitud de corriente durante pulsos de 

prueba que evocan corriente entrante (Fig. 19A). Los P!"pu/JOS no alteran la cantidad de corriente 

máxim;¡ cüsponiblc, pero Clusan un rcacolTIodo importante reble/aJl! -> ]IJil/Ú1g, de lnanera que la 

:\lnplitlld fJ:\CC10nal del primer componente llegue al 75'10 (Fig. 20E). 

(De (lllé l1UIlcC\ s<: explica el 17(~/o rcst:1nte de la 1l1hibIClón lI1clUClcl:1 por NE? Tal vez una 

po~iblc llHcrprct:1ClÓn surge :l p:1rttr dd p:1irÓn de inhibiCIón que ésta presenta en nCU10n:1S 

1'1 ,·t!:ll:!ch, con l'~l:\ (¡:jg 201\). Lo gr:ifico ele los compone11les sep:uoc!os ele Bohl111:\nn (Fig. 

_~l)¡'~ pl'l'11lUl' :ll:-i:\l el lllCCll'.1:d110 de :ICC]()!1 l:lpld,lmC!1(c: nl'll~()l1:lS ptt:tr:t1:l(];¡:-- CUIl \1.\1.-\, y 
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Fig. 20A-F EftdO de la J\TE en el comportamiento pob/aciono! de CCDv."J de I1mrouas conlrol y prelra/adas COJ1 

PMA. A~B Relaaón del promedio de corrientes de cola versus voltaje para las neuronas de la Figs. 18 y 
19. La densidad de corriente de cola fue detenninada como es descrito para las Figs. 12A.-C. Las líneas 
suaves que conectan los puntos representan el mejor ajuste a la suma de dos funciones de Boltzmann 
(ver texto). e Relación entre facilitación de corrientes de cola versus voltaje. D-F Gráfica de los 
componentes individuales de cada ajuste de Boltzmann (parámetros en la TabIa 3). Las escalas de 
voltaje en D-F aplican para A-e. 

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 inhibici6n t6nica remanente (Fig. 

12E). Por tanto, e! efecto que induce la NE en estas células está caracterizado por una reducci6n 

del 32% en la magnitud de! primer componente (Tabla 3), que no se traduce en un incremento 

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

CCDV N pasa a un "estado no conductor". 

En e! caso de la inhibición sobre corrientes control puede encontrarse un caso similar al 

anterior, aunque no tan evidente. La NE induce un -53% de reducción en la magnitud .del 

primer componente (Tabla 3). Sin embargo, de ese porcentaje, sólo un -57% podría explicarse 

como una transici6n wiJJing --'f reJuctant. La cantidad restante equivale a un 17% de la corriente 

máxima reclutable y que, por ana10gia a 10 antes expuesto, se presume que ha entrado en una 

conformación no conductora. Si este camino UJ21hJ2g --'f no-conductor es una vía directa o involucra 



1, 1, V h! T/h2 k, k, 
(1''\/1'[.) (p.l/pl·) (mV) (mV) (mV) (mV) 

Control 0' 1) 42.6 14.3 ·14.3 24.8 5.2 154 

+ NE 0'1) 20.1 27.2 ·12.5 33.5 5.8 18.7 

Control 0'2) 51.9 4.4 ·15.1 17.7 4.4 10.0 

+ NE (1'2) 36.7 12.2 ·13.3 31.2 5.7 16 O 

I'lvL\ 0'1) 60.2 16.9 ·15.6 20.6 5.2 14.8 

+NE (PI) 40.7 18.9 ·13.1 17.8 5.3 16.3 

I'M,\ (P2) 54.4 8.6 ·16.2 12.5 5.3 13.2 

+ NE 0'2) 39.2 9.4 ·13.8 15.2 5.5 18.5 

Tabla 3 Parámetros derivados del ajuste a la suma de dos funciones de Boltzmann de las relaciones de 
corriente de cola promedio versJlsvoltaje de los datos presentados en la Fig. 20A~B. 
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el paso adicional wi//ing -> re/uctant -> no.conductor, es algo que no puede concluirse de los 

resultados mostrados. 

1\1 margen, estas interpretaciones penruten proponer que una fracción de la inhibición 

inducida por NE podría ctilizar mecanismos sirrulares tanto en condicIOnes control como tras la 

actJvaclón dc la PKC. Sin embargo, en el primer caso se encuentran sumados a mecamsmos de 

inlubiClón VD, y en el segundo estos han sido prevemdos (Flg. 21B). Se sostendrá que lo anterior 

es cierto aún si la inhibición remanente n1ucstra cierta "dependencIa de voltaJe» a potencIales 

negativos (Fig. 211\ Y 13). En particular, según se expondrá en la Discusión, una reducción VI que 

afecte selectivamente la lnagrutucl del primer componente (esto es) que no se traduzca en un 

llocremento en la magnitud del segundo) genera una ctll'va de porcentaje de inhibición de la 

corriente total que muestra un mayor efecto a potencialcs negativos (por debajo del umbral de 

activación del segundo componente), que a positivos, C01110 en el caso de la Figs. 211\ y 13. 

Según la c]¡scusión ;tntcrior, el PMA induce un incrcnlcnto VI en la amplttuu de corrientes 

basales tempranas (hg 131\). Y sobre éste, h NE lllduce un decremento VI en bs mismas (FIg 

2IB). 
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Fig. 21A-B Inhtbido/us VD y V7 inducidas por NE. A Porcentaje de inhlblClón de la corriente inducida 
por :-\E en neuronas control durante P1 y P2 (círculos cerrados y abiertos, respectivamente) y en 
neuronas pretratadas con Plvl~ durante P1 (triángulos cerrados). La magnitud de la inhibición para 
cada voltaje fue calculada a partir de los valores promedio de las Figs. 20A-B. B Porcentaje de 
inhibiaón de la corriente inducida por NE para las mismas condiciones descritas en A. 100 valores 
calculados punto a punto a partir de los ajustes a la suma de dos funciones de Bo1tzmann de las Figs. 
20.-\-B. La parte sombreada, y marcada como VD corresponde a la porción de la inhibición inducida 
por NE que ~s revertida por preplIlsos, mientras que la porción indicada como VI es aquella que es 
insensible a éstos. La linea punteada corresponde a la inhibición inducida por NE en neuronas 

pretratadas con PI\L\. 

8.7. EL PRETRAT AMIENTO CON PMA y LA ACTrv ACIÓN DE PG INDUCEN 

EFECTOS OPUESTOS EN CORRIENTES DE CCDV N 

Un corolario, dejado intencionadamente para el final, se desprende del análisis de las curvas 

de l11activación control: "El -24% de inhibición fónica en n1lestras condiciones de registro (a partir de la 

Tabla 1) tiene por lo tanto dos efectos principales en la mrva de inactivación: 1Ina reducción de -28% en la 

inactivación máxima,y una sobre.rec1Iperaaon de -27% a potenciales positivos a +30 m)/" (Fig. 15F). Si 10 

anterior es válido, una implicación relevante se desprende necesariamente: bajo condiciones de 

activación de PG la corriente debe mostrar poca o nula inactivación, y debe facilitar 

enonnemente a potenciales condicionantes positivos. 

La corroboración de la condición postulada parte, nuevamente, del aumento en el nivel de 

inhibición tónica mediante la diálisis con GTPyS. Los trazos de la Fig. 22A muestran que la 

disminución en la densidad de corriente y los cambios en la cinética de activación de la misma 

mostrados en la Fig. 11, van acompañados, en una ventana de tiempo más larga, de una casi 

completa eliminación de la inactivación de estado estacionario. El decaimiento de la corriente 

que aún persiste en estas condiciones muestra una dependencia del voltaje similar al que presenta 
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la corrIente control, pero alcanza un valor lnáximo de apenas un 25% a potencIales pOSltlVOS 

(l~' ??(') 'lg. __ " . 

Como podia preverse, las curvas de inactivación dependientes de potencial, obtenidas con el 

protocolo ilustrado en la Fig, 15A, muestran que la inactivación máxima de la corriente no supera 

el 50% de la 1l1activación máxima que se presenta en condiclOnes control y que potenClales de P2 

por encima de O m V facilitan enormemente las corrientes (-100%; Fig. 22D) , Estas 

observacIones apoyan las inferencias hechas sobre la inhibición tónica en el control a partir de su 

comparación con GDP~S. Sin embargo, el resultado más 1l1teresante no es ése. Si se observa con 

deterurruento la relaclón P3/p1 en la Fig. 22D, puede observarse que la máxima inactivación de 

las corrientes en presencia de GTPyS (-15%) se alcanza a potenciales de P2 de entre -40 y -30 

m V que se encuentran claramente en el umbral de activación de la corriente en P2 (Fig. 22B). 

Vislblemente, este resultado apoya un modelo dependiente de voltaje, y no de corriente, para 

explicar el comportamiento de inactivación de la corriente en nuestras condiciones. Más aún, 

obsérvese cómo la fase de recuperación de la corriente en P3 sigue a la perfección la fase de 

activación de la curva I~V de la corriente en P2 que se presenta en la Fig. 22B. Tal vez sea éste el 

resultado que apoya de manera más contundente que el modelo de inactivación dependiente de 

potenclal acople la tasa más alta de este proceso a los estados cerrados del canal (patil et al., 

1998). 

Intencionalmente, se han repetido en la Fig. 22 los datos de la Fig. 15 obtenidos tras el 

pretratamiento con Pi'v[¡\ para volver explícita una comparación ineludible: el comportarruento 

ele lo comente de CCDV N modulada por PG exhibe, en todos sus aspectos, caracteríslJcas 

lhamctralmentc opuestas a las observadas tras la activación de la PKC. 

De alguna luancra, la ünagcn tucntal que se persigue 1nvocar con la Flg. 22 es la sigwcntc: el 

comportamiento basal (control) ele la comente de CCDV farmacológicamente indiscriminablcs 

(compóresc la sensibihc!acl a Cú-CgTx GVIJ\ en lo Fig. 221\ con aquella ele las FlgS. 171\ Y 13) 

puede ser alterado prOfUI1lb y :lntagóniclITIcntc en respuesta a h :lctlvaclón de vbs (le: 

scí:-ul1z:1óón 11ltucclubr cspccífic:1s. Unas, que dependen de PG, llcv:1n :1 un enlr:n/eciJ}Jien/o de hs 

cinL·tlclS de compu<:! t:l del C111:11, mlen(¡:\s llnc hs Otl:1S, :lCtl\':Hhs por ('stcr<:s d<: f()rLol \' 
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Fig. 22A-D Efecto del aumento en inhibición ¡imica - inducido por GTPyS - sobre la inactivación de com'entes de 
CCDVj\;. A Superposición de registros promedios de IBa en condiciones de diálisis interna con GTPyS 
(n = 4) registradas durante una despolarización de 500 rus a-lO mV. Los trazos superiores muestran, 

respectivamente el bloqueo de la corriente por úl-CgTx GVIA (10 ¡lM) Y Cd'+ (100 ¡lM). 
B-D Inacrivación de estado estaClonario para neuronas dializadas con GTPyS (círculos abiertos; 
n = 6), neuronas control y pretratadas con P:!\.{A (mismos datos de la Figs. 15 y 16 en ambos casos). 
Datos registrados utilizando el protocolo de voltaje ilustrado en la Fig. 15A. B Curva 1-V para la 
cornente pICO registrada en P2. D Relación de corriente pico en P3/Pl como función del potencial de 
P2. La escala de voltaje de P2 en D, aplica a B. e Relación de corriente máxima (11ax)1 corriente 
registrada durante el último milisegundo de las despolarizaciones de 500 ms (Fin), como una función 
del potencial de P2 que en la Fig. B genera corriente entrante. 

disl1'.lluyen notablemente la amplitud de la cornente redutable con despolarizaciones moderadas 

y las segundas desencadenan un incremento (temprano) de las mismas. Este cuadro de 

modulaciones convergentes que producen efectos divergentes en los CCDV N' es el cimiento de 

la tesis central de este trabajo de investigación. 

Y, sin embargo, no es la observación más interesante que se desprende de la Fig. 22. De los 

resultados que se presentan en la Fig. 22D puede inferirse que el resultado neto de ambas vías de 

modulación es regulado, a su vez, por el rustonal previo del potencial de membrana. 

Resulta, por tanto, de especial interés el comparar directamente los trazos de corriente 

obtenidos en neuronas pretrataJas con PNú\ con aquellos que se observan tras la diálisis mtema 
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Fig. 23A-B Comparación de la il1(lclivación de com'mle en neuronas pretratadas con PMA yen neuronas dia/¡zados 

con GTPyS. A SuperposIcIón de trazos de ISa promedio, registrados en neuronas pretratadas con PIviA 
(mismas neuronas de la Figs. 1 S Y 16) Y neuronas dializadas con GTP)'S (miSffi2S neuronas de las Figs. 
22B-D) utiltzando el protocolo de voltaje de tres pulsos a los voltajes indicados en la parte superior, B 
Promedio de valores para la corriente máx1ma en P1, P2 (P2MaJ Y P3, Y valor medio de la cornente 
durante el último ros de P2 (P2Fm). 
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con G-n'ys. La Fig. 231\ llustra los trazos de corriente obterudos en ambas conruclOnes con la 

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

Los patrones opuestos en la activaCIón y en la ir.activación de la corriente) tras uno u otro 

tratamiento, inducen diferencias depenruentes de tiempo en la amplitud de la comente durante. 

Cerca del inicio de un pulso de prueba despoJarizante la amplitud de la corriente es 3 a 4 veces 

más grande en neuronas pretratadas con 1'i'v1J\ que en aquellas cualizadas con GTPyS, mientras 

que 111cchcioncs en intervalos de tlC111pO 111:1S largos ll1ucstran diferencias menos pronunciadas. 

Nótese 'Iue bs graneles ,Merenc,"s en la ampbtud de h colriente en 1'1 y al pico de 1'2 (1' < 0.05) 

:;c cncucntr:l.l1 '"lrtU:1ltncntc :Hlscntcs en P3 (P> 0,45) debIdo a 1:1 aUll1l:nuch in::1.ctlv:lc¡ón dUr:lnre 
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Fig. 24A-C Comportamiento hipotético de la comente de CCDVN bqjo modulaciones inducidos por PJvL.4. Ó PG. 
A Superposición de trazos de IBa promedio inducida por despolarizaciones de 500 ms en neuronas 
dializadas con GTPyS y pretratadas con Pl>L\ (trazos de P2 de la Fig. 23A). La sustracción punto a 
punto lndicada aisla un componente de rápida activación y rápida mactivación CFaFj; por Fast­
activating, Fast-inactivaring). B El componente FaF¡ fue escalado al valor de la amplitud del primer 
componente de un ajuste de la fase de activación de la corriente en presencia de GTPyS a la sruna de 
dos funciones exponenciales ~a linea continua muestra el ajuste). La versión escalada del componente 
FaF; fue sustraída de la corriente en presencia de GTPyS, revelándose un componente de lenta 
activación y no inactivante (SaN¡; por 510wly activating, Non-inactivating). e Superposición de los 
componentes FaFI Y SaNI escalados al valor máximo de la corriente. La curva sólida a través de SaNI 
muestra el ajuste a una sola función exponencial. 

La observación anterior lleva a conjeturar que la principal diferencia en el comportamiento de 

la corriente en ambas condiciones es debida a un componente de la corriente, en neuronas 

pretratadas con PMA, que inactiva casi por completo durante la despolarización sostenida de 500 

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

que se obtiene mediante la sustracción de la corriente en presencia de GTPyS de aquella tras el 

PMA. Este trazo de corriente es mostrado en la Fig. 24A. Debe hacerse notar que la corriente 

diferencia obtenida de esta manera retiene las principales características de la corriente en 

neuronas pretratadas con PMA: rápidas cinéticas de activación e inactivación, de manera que ha 

sido aquí designado como el componente F,F, (por Fast activation and Fast inactivation). La fase 
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de activación de esta corriente puede ser descrita por una función exponenclal slm_pIe con una 

constante de tlC1TIpO de 1.52 1n$. Este valor cst:í en concordancia con aquel obtenido en 

neuronas pretratadas con PM1\ (1.43 ± 0.11 ms, n = 13). 

De manera interesante, el curso temporal de la activación de la cornente en neuronas 

dializadas con GTPyS (Fig. 24A) es claramente bIfásico y, al ser ajustado a la suma de dos 

funciones exponenciales, arroja una constante de tiempo rápida similar a la única constante de 

tiempo del componente F,F, (1.45 ± 0.19 ms, n = 6). Esta coincidencia en los valores de las 

constantes de tiempo podría interpretarse como que representa a un componente F,F, pequeño 

que pudiese contribuir a la corriente total en condiciones de GTPyS. Si lo anterior es váhdo, la 

amplitud de este componente estaría dada por la amplitud del componente rápido que se deriva 

del ajuste a la doble función exponencial. La FIg. 24B muestra al componente F,F, en una escala 

que correspondería hipotéticamente al de las neuronas diamadas con GTPyS. Ahora, si esta 

curva F,F, es sustraída del trazo de corriente en presencia de GTPyS, la diferencia obtenida es un 

componente de lenta activación y que no presenta inactivación apreciable (S,N,; por S10wly 

activating and Non-mactivating). Por tanto, es posible descnbirlo de inicio a fin con una sola 

constante de tiempo de 47.15 ms 0a linea continua en la Fig. 24C muestra el ajuste). Este valor 

concuerda con la segunda constante de tiempo obtenida del ajuste a una funcIón biexponencial 

de la fase de activación 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 en presenCIa 

de GTPyS i.ntemo podrían ser explicadas comO una mezcla del comportamiento de dos 

pobbcioncs ele canales, cada una con cinéticas más simples (Fig. 24B). Específicamente, esta 

propuesta está en condiciones ele dar una explicación sencilla tanto la cinética biexponencial de 

actlv:lCic')11 <.k la corriente como la persistencia de un cierto gDdo de inaCtLV:lClÓn de la tnisma, 

que no l11volucra los complcJos cambIOS cméticos quc habrÍJ que lIlvocar para explicar dicho 

comport:lll1iento :1 partlr de la :1Ct1VaCIÓn de unn población h0111ogénc:1 (p,c" Joncs y EI111SltC, 

1997), /\1 margen de 1:1 validcz de b aÍlrm:1ción :1ntcrIor, h descompOSICión de 1:1 corriente 

¡C:¡]li':ld:l pcnrutl' proponer que C:l(!:t una de CSt~lS pobhcioncs (csC:¡]:lda\ :1 uno en l.t hg 2.'lC) 

1I..'p:I..'Sl'!1t.l el (nmpolt:lrn:l'!1to l'\.I!Cl110 de h CO¡ilCnlc:1 tLWl'S dc C(]}\'" h:l¡O \'í:¡s !1lndllbdo¡:lS 

lílduC1C::b ]'()~ pe; (S,~.: \ P()~' Ph~C (F,I',! 
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9. DISCUSIÓN 

"Creo que Ji EJparta 

fue en o/ros tiempos tlJ'!)' floreciente, 

!lO lo fue por causa de ninguna de sus /ryes en particular, 

puesto que algunas de e/las eran mt9' ex/ranas 

e incluso con/ran"as tI las buenas costumbres, 

Jina tI causa de que, 

habiendo sido inventadas por UJ! solo bombre (Licurgo], 

tendíal110das tI un mismo fin. " 

R. Descartes 

El traba)o realizado en el marco de la presente Tesis tuvo su origen en el esfuerzo por dar 

respuesta a una pregunt2 sencilla que concierne a la modulación de CCDV N: ¿Hay diferencias 

entre los patrones inhibitorio s inducidos por los distintos subtipos de subunidades G~? Del 

análisis de los efectos que se han llamado "aúpicos" (Fig. 4) Y de los "paradójicos" (Figs. 5 a 7) 

de las dichas subunidades de las PG, se ha derivado el resto. Los primeros se refieren a la 

indUCCIón de inhibición insensIble a voltaje por cIertas snbunidades. Los segundos, cuyo análisis 

ha ocupado la mayor parte de la sección precedente, conciernen efectos i:lCspcrados y 

antagónICos a los inlubltorios. Por oposiCIón se ha hecho referencia a ellos como 

"estlmuladores". (Nótese que se ha decidido no uti]¡zar el término "faci.btadorcs" pues ello 

podría prestarse a confusiones: la expresión "facilitación" se clnplca para denotar el proceso de 

eles-inhibición transitoria de la inhibición VD que induee un prepulso; ver 3.1.1.2). La extensión 

del estudio de estos últimos se justlt1ca en ténn1l1os de Jo poco que se sabe de l11odl.lInción 

pOSit1\O;l (Y:lng y TSlcn, 1993) eJe CCDV N) y de In neccslcbel de hacer una cbra lllstinción entre 

éso y una 1110du!:1Clón dcs-ill1ubltori:l (Swanz, 1993), prcnc(lllls1!O lJ1dispcns:lblc p:1l'íl poder 

pbntc:lr su (;X1StCl1Ci:1 1111SI11:1. Fl11all11entc, y (bdo que la génesis del estucho se cr:Cl1entra en la 

tl1Clduhuc\n l1cg:ui\O,l (inlllh:tori:l), fue de cspl'ci:11 !ntcrés no $(')10 lucer U!1:1 comp:1r:1Cl()!1 en 

,!,,[:lllt- (':;[;1..' !\lS cL.'cn:-, de ,:11:1 1l 0(1:1, S:110 Un¡hlL'!1 h dl'lcr:l¡111:1C:(')11 (:e1 lll\'l'! (le- :l1t(:l:1(Cl/)11 
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entre ambas, particularmente en términos de los efectos que tiene la segunda en un contexto de 

establecltTuento preno de la primera. 

9.1. ¿HAY ESPECIFICIDAD DE LOS DISTINTOS SUBTIPOS DE SUBUNIDADES G/3 

EN LA REGULACIÓN INHIBITORIA? 

Todos los subtipos de subunidades G¡3 probados - que corresponden a todos los subtipos 

que se han clonado hasta el momento - mostraron efectos inhibitorios sobre corrientes de 

CCDV",. En este sentido, todos ellos tienen capacidad inhibitoria. No obstante esta generalidad, 

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

La primera diferenciación evidente entre los efectos inhibitiorios de los subtipos G¡3 identifica 

a G¡3, 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 facilitación que inducen los prep¡¡lsos tras su 

sobreexpresión. A pesar de que podría suponerse que el bajo nivel de efecto observado fuese 

debido a un pobre nivel de expresión de esta proteína, 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 inherentes subtipo-específicos. (1) Si bien existen diferencias entre los plásmidos 

utilizados, todos ellos comparten el mismo promotor de trascripción (CMV). Más aún, G¡3, fue 

clonada en el mismo plásmido (pcDNA I) que G132, quien mostró una fuerte potencia inhibitoria. 

(2) Resultados similares para G13, han sido obtenidos muy recientemente por dos grupos de 

investigación (Amot et al., 2000; Ruiz-Velasco e Ikeda, 2000). En uno de ellos se reportó una 

completa inactividad de este subtipo (Amot et al., 2000). En el otro, los autores notaron que "De 

hecho, la concentración de cDNA inyectada tuvo que ser elevada 10 veces para obtener 

resultados estadisticamente significativos" (sic) con dicho subtipo (Ruiz-Velasco e Ikeda, 2000). 

(3) Mientras que los subtipos 1 al 4 tienen un -80 % de similitud en la secuencia de aminoácidos, 

G13, apenas supera el 50% de homología con cada uno de ellos (Watson et al., 1994; Yan et al., 

1996). (4) G13, tiene unos 13 residuos de aminoácidos más que los demás subtipos (Watson et al., 

1994). (5) ¡\ diferencia de Jos subtipos 1 al 4, se ha reportado que G13, se acopla casi 

exclusivamente a la subunidad Gaq (Fletcher et al., 1998). 



137 

r\ diferenCIa de G~;, los demás subtipos mostraron capacIdad de mducir una fuerte inhibIcIón 

tónica (FIg. 3E) dependIente de voltaje (Fig. 3F) )' una oclusión de la inhibIción inducida por NE 

(Fig. 3G). Es interesante hacer notar que, entre éstas, G~3 mostró los efectos hgeramente 

menores comparada con los subtipos 1, 2 Y 4, Y que, nuevamente, una correlación puede ser 

estableClda con el grado de homología en la secuencia de aminoácidos: la similitud entre estos 

últlmos (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 involucran a ninguno de 

los residuos de aminoácidos en las posiciones criticas identificadas por el grupo de H. E. Hamm 

(Ford et al., 1998) para la inhibición dependiente de voltaje de corrientes a través de suburudades 

0é1B en células HEK 293 mducida por subunidades G~I (L55, K78, 180, M101, N119, T143, 

D186, W332), ya que todos ellos se encuentran conservados en los subtipos 1 a 4 (a partir de la 

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

Según lo anterior, es posible que las diferencias estructurales que se encuentren en G~3 no 

interfieran con su capacidad absoluta pata inhibir los canales y que entonces, deba buscarse una 

explicación alternativa al índice de facilitación ligeramente reducido que se registra en su 

presencia. En este contexto, cobra especial sentido una observación reportada por el grupo de 

G.W. Zamporu (Arnot et al., 2000): G~3 presenta la constante de tiempo de reinhibiclón de los 

canales n1ás bilja entre todas los subtipos probados en ese estudio. Esto quiere decir, que sería 

perfectamente esperable que el grado de reinhibición - durante el intervalo de 25 ms utilizado 

entre el prepl/!so y P2 en la Fig. 3 - en presencia de G~3 puede ser lo suficientemente elevado 

como para que lleve a que se registre un índice de facilitación menor al que se registra con los 

subtipos 1, 2 ó 4 (Flg. 3F). Por otra parte, el mismo razonamiento podría explicar el aumento en 

el índice cle facilitación C11 presencia de G~., (Fig. 3F): esta es la subuniclacl que, en el trabajo 

citado, muestra la l11ayor constante de ticlnpo para la rcinhibiclón tras un prePlllso. 

Sobrc dICha base, y admItiendo que los menCIonados resicluos de ammoácldos sean realmente 

los únicos C1ítico~ piU:l (11...1e se explese la rnod1...1bClón depe!1chente ele voltaje, 1:1 conclusión que se 

desprende dc est:l dlscuslón es l1Ul: los subtlpos G~l) GP::., G03 Y Cp.! son todos C:lp:lces de 

IndUCIr un:¡ I!1hlhlC!(')11 dependiente de \·oJ¡:lJc con gr:ldo sirl11br. 
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,\1 margen, la capacIdad de inducir inhibición dependiente de potencial que se ha observado 

con los subtipos G~l y G~2 reproducen observaciones previamente reportadas (Hcrlitzc ct al., 

1996; Ikeda, 1996). Por su parte, la misma capacidad para los subtipos G~3 y G~4 aquí descrita 

concuerda con lo reportado por el grupo de Ikeda (Ruiz-Velasco e Ikeda, 2000), pero contradice 

un reporte previo nacido de la presente Tesis (García et al., 1998). En este último, se reportó que 

tanto G~, como G~4 eran inhibitoriamente inactivas. La razón de la discrepancia es la siguiente: 

la clona de cDNA para G~4 que fue originalmente utilizada (M.l. Simon, California Institute of 

Technology, Pasadena, CA) carecía de un codón de inicio, presumiblemente como resultado de 

una mutación espuria ocurrida durante la propagación de! plásmido (B. Hille, comunicación 

personal). Una escena similar podría subyacer la aparente inhabilidad de G~3 previamente 

reportada. 

9.1.1. Inhibición VI Inducida por Subtipos Específicos de Subunidades G~ 

De los datos anteriores, serh muy tentador concluir que, como ha sido sugerido (Ruiz. 

Velasco e Ikeda, 2000) no existen diferencias entre las capacidades modulatonas de los subtipos 

1 a 4 de las subunidades G~. 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 inhibición tónica entre G~l y G~2 son sustancialmente distintos: 

mientras que los prtp"lsos llevan a una completa recuperación de la densidad de corriente en e! 

primer caso (Fig. 4B), en presencia de G~2 los valores de la misma post-prtpulso permanecen 

drásticamente reducidos (Fig. 4C). Esto es, parte de la inhibición de la corriente en este último 

caso es independiente de voltaje (VI; Fig. 4E), Y sugiere similitud con la porción de la inhibición 

inducida por NE que muestra esta misma característica (Figs. 4A, D Y E, Y 18 a 21). 

No puede invocarse como subyacente al fenómeno anterior un razonamiento similar al 

invocado para explicar las diferencias en el indice de facilitación basal que presentan G~3 y G~4' 

Según el trabajo entonces citado, la tasa de recuperación de la inhibición es indistinguible entre 

G~l y G~2' Por tanto, la diferencia observada debe reflejar características intrínsecas a cada 

subtipo. 
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¿Cuál es la naturaleza bIoquímica de esta mhibición VI? Dos vias VI prmclpales han sIdo 

descntas: una Vla rápida y delimitada a membrana (jan; Beech et al., 1992; Shaplro y HUle, 1993, 

I(alTI111ermClcr ct al., 2(00) y otra vía más lenta que ut.llrza un segundo lnenS<1)cro aún 

desconocido (sman; Bernheim et al., 1991; Beech et al., 1992; Lewls e Ikeda, 1997; Dehnas et al., 

1998a,b). El tipo de abordaje experimental utilizado en esta tesis no permite, evidentemente, 

establecer una disMción basada en la velocidad de establecimiento de la inhibición VI. Sm 

embargo, es poco probable que la vía VI reportada corresponda a la vía sman. Se ha reportado 

que, ruveles de quelantes de Ca'+ lntracelular similares a aquel utilizado en este trab2jo interfieren 

slgruficatlVamente con esta vía (Beech et al., 1991, 1992; Bernheim et 0.1.,1991,1992; Lewis e 

Ikeda, 1997; Dehnas et al., 1998a,b; Karnmerrneier et al., 2000). Por lo tanto, es probable que, la 

inJ:ubición VI observada tanto con NE como con GTPyS sea el producto de la utilización de una 

vía Jan. 

Se encuentra relativamente establecido que la vía sman actúa a través de un segundo mensajero 

capaz de difundir hacia un sello on-cel! (pero que no involucra ni Ca'+, ni GMPc, ni AMPO' ni 

PKC; Bemhelrn et al., 1991). Sin embargo, ¿Cuál es la naturaleza bioquímica de la inhibición Jan? 

La respuesta es directa: aún no es claro. A pesar de ello, existe una hipótesis en particular que 

merece especial atención puesto que concuerda con los resultados exhibidos en esta tesis: S. \'í/. 

Jones y K. S. Ehnslie (1997) han propuesto que la inhibición residual no revertida por prrpulsos 

pocL:ía reflejar una unión de baja afinidad de la PG activa con el estado abierto del canal. En 

otros términos, ambos tipos de modulación (VD y VI) tencL:ían un sustrato molecular idéntico: la 

interacción directa de sub unidades G~y con la sub unidad 0:1 de los CCDV N (Lee Y Ehnslie, 

2000). 

Si lo anterior fuese demostrado, los datos aquí presentados agregarían lo siguíente: la 

interacción ducct;¡ uc algunos subupas de subunidadcs G~y - los que contengan a G01 Ó G0s -

con la subl.lnidad (Xl de los CCDV N l11dllCirb una modubción b~sicamcntc VD, mlcntG1S que 1:1 

interaCCIón dirceo de otros subtipos - los que contengan G~2' G~) Ó G0.¡ - induciría, además, un 

pOltrón \1l\ubitono \'1 (hg. 4D Y EJ· 

1 ~11 el contexto de 10 :'.I1lL'rior, se ],:1 l'spCCllbdo C]lH.: el p:ltl"(')!1 inhibnono 1111XtO (esto es, unto 

\'1) CPIl'¡\) \'1) qUl' induce b ~F ppd+l t'Sl~l" 11?:'l(\n :\ (]l;(.' Ll \'í:1 de r~·:ln."clllCci(;n q\1C :lC:~\':l :1n 
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utilice una sola especie de subtipos G~, sino una mezcla de ellos. Existen evidencias publicadas 

en apoyo de esta conjetura. El gmpo de P. Delmas (Dehnas et al., 1999) ha reportado 

recientemente que subumdades G~y derivadas de la estimulación por NE de Ga",\ y Ga, son 

capaces de inducir, selectivamente, inhibiclOnes VD y VI respectivamente. La activación 

preponderante de Gao.\, según los autores, explicaría la predominancia de las vías VD inducidas 

por NE. 

Al margen de la evidencia experimental que a la activación de cada subtipo de Ga con cada 

efecto, vale la pena mencionar aquella que apoya la participación de subunidades G~y en ambos 

efectos. Esta, que fue obtemda en la misma preparación que se ha estudiado en la presente Tesis, 

consiste básicamente en la comparación de los efectos que tienen, sobre la inhibición inducida 

por NE, la expresión de tres proteinas con afinidad conocida por subumdades G~y: la región C­

termina! de la cinasa 1 del receptor ~-adrenérgico (~ARK1), la subumdad Ga,¡ y la a-transducina. 

Mientras que esta última eliminó totalmente la inhibición, las dos primeras la previnieron 

parcialmente. La inhibición residual en estos CaSOS teIlÍa una sensibilidad al voltaje claramente 

opuesta. En células que expresaban Gai¡, la inhibición era VD, y era VI en aquellas que 

expresaban ~ARI(1. Este último dato es el que interesa: esta proteína ínteracciona in vivo 

fuertemente con subumdades G~¡ y G~2' pero muy débilmente con el resto de los subtipos 

(Daaka et al., 1997). En el presente trabajo se ha observado que las inhibiciones tómcas inducida 

por G~3 y Gf), son incompletamente revertidas por un prepulso (Fig. 4D-E). Así, una explicación 

plausible para la evidencia presentada por Delmas y cols, a partir de los datos aquí presentados, 

sena que GaoA se acopla preferentemente con G~¡, mientras que Ga, se acopla 

preferencialmente con G~3 y/o G~4' 

En cualquier caso, los resultados aquí presentados, si bien no demuestran que la inhibición VI 

sea directamente causada por una interacción entre subumdades G~y y a¡ de los CCDV N' se 

suman a la lista de evidencias que apuntan a que las primeras se encuentran involucradas 

fuertemente en este tipo de inhibición (Diversé-Pierluissi et al., 1995, 2000; Jones y Elmslie, 

1997; Delmas et al., 1999; Kammermeier et al., 2000), Y sobre todo, apuntalan la idea de que 

múltiples efectos sobre los CCDV N pueden ser inducidos tras la activación de PG (Hille, 1994). 
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9.2. ACTIVACIÓN DE LA PKC POR SUBUNIDADES G[3 

Si bIen no se ha publicado evidencia -alguna que sea absolutatuentc concluyente al respecto, es 

ampliamente aceptado que el sustrato molecular de la inhibición VD se encuentra en una 

interacción directa entre subunidades ~y de las PG y al de los CCDV N' Por otra parte, se ha 

desarrollado anteriormente la especulación de que al menos parte de la inhiblclón VI Oa vía Jan) 

pumese desarrollarse como consecuencia de un fenómeno idéntico, y algo más se agregará a la 

mscusión anterior más adelante. ¿En qué se cimienta entonces el grupo de efectos antagónicos 

observado en la Fig. 5 Y agrupados, por covariación de características fenotípicas (Fig. 6), baJO la 

denornmación de "grupo 3" (G3)? 

No existe duda alguna al afirmar que es completamente esperable que la sobre concentración 

intracelular de subunidades G~ lleve a que se activen (o inhiban) todas las vías de señalización 

intracelular que son reguladas por éstas. Los CCDV N no son más que uno de los múltiples 

efectores regulados por el heterodímero G~y. Por lo tanto, no es en absoluto sorprendente 

postular que un solo estímulo - la presencia de un subtipo específico de G~ - desencadene una 

multitud de respuestas. Esta, es una cualidad inherente a todas las vías de transducción de señales 

extracelulares. 

Por otra parte, es también previsible que la actividad de PKC se encuentre aumentada en estas 

células: está bien establecido que G~y estimula la actividad de la familia de fosfolipasas C~ 

(pLC~; Katz et al., 1992; Boyer et al, 1994; GlCrshik y Camps, 1994; Ueda et al., 1994; Diversé­

Fierlussi et al., 2000). La degradación de fosfolipidos de membrana por estas enzimas genera 

dlacüglicerol, quien actúa como coactlVador fisiológico de esta enzima (ver Apéndice IJU) Aún 

m,1s, al menos entre G~I G~2> no p;1.[CCC hJ1bcr diferencias ele potcnci:1 cstltnulatona de las PLC0 

entre clisuntas combinaciones de subtipos e11 el beterodímero 0y (Harisb y Role, 1992; Boyer et 

:\1., 1991). Por lo tanto, tampoco es 111sólito 'lue un activador dilecto de la PKC, el I'tvlA, 

rcprodmc:\ los accione; estimuladoras de G0y sobre los CCDV, 

1.0 (p.l(.: sí sorprende cs 1:1 cu:tlid:HI de los efectos mismos' SI b rnodubClón lll'g:\tIV:\ .... c 

Clr:lc!l'nz:\ por U!1:1 ll'(hxcióll en h dell::;:lbd de corrleIlte (!:lIl!O h lI1hi~)lCl(\n VD COI":'1O h \'1) \', 
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oposición, el aun1ento en la densidad de corriente y la aceleración de cinéticas características de 

G3 nos sU111crgc directamente en terrenos de lTIoduIación posiuva de CCDV~. justuTIcntc en 

este terreno, se encuentra una de las áreas de mayor discrepancia de opiniones: su eXIstCl1Cla 

misma es sosteruda por unos (p.e., Yang y Tsien, 1993) y descartada por otros (Barrett y 

Rittenhouse, 2000). La disputa entre ambos consiste, esenciahnente, en si existe - o no -

diferencia en el significado funcional de los términos "modulación positiva" y "desinhibición 

tónica". Esto es, las dudas se circunscriben a la siguiente pregunt,,, ¿Se encuentran todos los 

efectos que induce la activación de la PKC exClusivamente relacionados con la interferencia 

sobre la modulación inhibitoria? 

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

aquí expuestos. Es decir, antes de postular la activación de vias antagónicas por subunidades G~, 

había que contestar si existe modulación positiva de CCDV N y, de ser así, en qué consiste y cómo 

repercute en el comportamiento de la corriente. En el contexto de la discusión precedente, llevar 

esto a la práctica significa, en última instancia, un análisis comparativo que determine si el 

fenómeno observado es reductible a un proceso de desinhibición tónica. 

Resta decir que, si bien no se ha aportado ninguna evidencia experimental concluyente sobre 

la posible activación selectiva de la PKC por el procedimiento utilizado (pretratarniento con 

PMA), se postula que esto es así y se hablará, por lo tanto, de "efectos de la activación de la 

PKC" como sinónimo 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. MODULACIÓN POSITIVA DE CCDV N POR PKC 

En acuerdo con algunos de los trabajos previos realizados en neuronas simpáticas (Swartz, 

1993; Yang y Tsien, 1993; Zhu e Ikeda, 1994; Shapiro et al., 1996), se han presentado evidencias 

de que la activación de la PKC induce un incremento en la amplitud de las corrientes basales de 

CCDV N (Figs. 8 a 10 y 12 a 17). La pregunta obligada respecto a esta observación es si este 

incremento corresponde a un estado modulado particular de los canales (Yang y Tsien, 1993), Ó 

si no es más que el producto de la remoción de una inhibición mediada por PG que se encuentra 

tónicamente acUva en condiciones basales (Swartz, 1993). 
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La segunda propuesta tendría sentido en el marco de que los resultados presentados 

dc¡nucstran claramente que los CCDV N se encuentran baJo inhibición tónica en esta preparaCIón 

(hgs. 1,2,3,4,8,9,10,11,12,13; Ikeda, 1991; Swartz, 1993; ¿hu e Ikeda, 1994; Barrett y 

Rmenhouse, 2000). La remoción transitona (por prep,,¡sos) o perSIstente (por GDP~S) de citcha 

mlubición lleva a un aumento dependiente de voltaje en la amplitud de las corrientes (Figs. 10 Y 

13) Y a algunas alteraciones en la cinética de las mismas (Figs. 1, 9, 15, 16). Dada su habilidad 

para mterrumplr parte de la inhibicIón mediada por PG (Figs. 19 a 21; Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 

1994; Shaplro et al., 1996), la PKC podría actuar removiendo esta mlubición basal, lo que 

desencadenaría el aumento en las corrientes observado (Swartz, 1993). Si esto fuese así, la 

fosfonlación por PKC no tendría mayor efecto en CCDV N' más que el de volverlos resistentes a 

la mhibición por PG (Barrett y Rtttenhouse, 2000). 

En particular, dos similitudes entre los efectos de remoción de inhibición tónica y aquellos 

mducidos por PKC han sido referidas en la literatura (Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 1994) como 

cimiento de esta posición: (1) Dicho tratamiento, elimina todo signo de facilitación basal (Figs. 8, 

9, 10, 13); (2) La magnitud del aumento es dependiente de voltaje (Figs. 10 y 13). Se intentará 

fundamentar que la convergencia de efectos no implica, necesariamente, la utilización de 

mecanismos idénticos, y que la propuesta de que los efectos inducidos por PKC reflejan un 

estado modulado particular de los CCDV N es favorecida por las evidencias experimentales 

presentadas. 

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

La pregunta que aqrú interesa responder es: ¿El aumento inducido por PKC, respecto de la 

amplitud de coniel1tes de CCDV N, se debe a la remoción de inlubición tónica? La respuesta 

tcntaUva a 1:1 antenor mtcrrogantc es no. EXlstcn dos razones que la sostienen: (1) Algunas 

evidencias sugieren que la inhibición tóruC:1 se encuentra aún presente en neuronas prctrau.das 

con PtvL\ (hg. 12); (2) El incremento de las comentes por PtvL\ no es ocluido por la remoción 

previa de lo inhibición tónica por GDP~S (Fig 14). 

Fl pnmn punto Sé fU!1ebn1Cn¡;1 en lo SIguiente. El aumento en 1:1 :lmphrud de bs conicntc,> 

llH.lucidl) por n:m()C~l')ll ele illhlhlClC')J) tc'JJllCl llelle Ul1:1 CU:lClcrÍstlC:l d¡;·;únl1va: da como rcsull:ldo 
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que las curvas de activación se vue!van más simétricas - alrededor de! punto medio de activación 

máX1ma - que aquellas que se observan en el control (Ikeda, 1991). 

Un efecto parecido debería esperarse SI la PKC aumentara las corrientes mediante un 

mecanismo similar. Esto no es así: las curvas de activación de neuronas pretratadas con PMA 

son tan asimétncas alrededor de! punto medio de activación máxima como aquéllas de! control 

(Fig. 12C). El ajuste de las curvas a la suma de dos funciones de Boltzmann revela que la 

amplitud del segundo componente es equivalente al que se observa en condiciones control (Fig. 

12E). 

Más aún, siguiendo el modelo willing-rel"ctanl (ver 3.1.1.2), este segundo componente se ajusta 

a la descripción de una población de CCDV", inhibida de manera dependiente de voltaje. Si esto 

es así, este componente representa canales tónicamente inhibidos, y esto lleva a concluir que e! 

pretratamiento con PlviA no remueve la inhibición tónica. En este aspecto, nuestros resultados 

son similares al reporte de un aumento en corrientes de CCDV N después de! tratamiento con el 

éster de forbol PDBu, que no involucra la remoción de inhibición tónica en neuronas simpáticas 

del sapo (Yang y Tsien, 1993). 

Tanto e! GDP~S como el PMA eliminan la facilitación por prep"lsos. Si la inhibición tónica 

sigue presente en células expuestas a PMA, lo contrario sería esperable. Sin embargo, se ha 

argumentado que la falta de facilitación en estas células puede atribuirse a un enmascaramiento 

por la rápida cinética de inactivación (Elrnslie et al., 1993). De hecho, algunas de las 

observaciones indican que los prep"lsos en estas neuronas podrían tener un efecto similar al 

registrado en el control: (1) Las curvas de activación después de los prepulsos en neuronas 

expuestas a PlviA son mucho más simétricas que aquellas en ausencia de un prep"lso (Fig. 12C); 

(2) El indice de facilitación negativa es significativamente mayor en neuronas previamente 

dializadas con GDP~S (Fig. 14). Lo anterior permite sugerir que la abolición de la facilitación 

basal por PKC no puede tomarse como una evidencia conclusiva para soportar la remoción de 

inhibición tónica, como ha sido interpretada en varios reportes (Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 1994; 

Barrett y Rittenhouse, 2000). 

La expresión de los efectos inducidos por e! PMA es independiente de que exista, o no, 

inhibición tónica, como queda demostrado en la Fig. 14. Cabe preguntarse si existen 
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antecedentes en la lrteratura de que exista un efecto de tal tIpo. La respuesta es atlrmatlvw se ha 

dctTIostrado cILle las corrientes a.m, expresadas en OVOCltos, son csUtnuladas por PKC 

111dependientemente de sus efectos sobre la inhibición mediada por PG (Hamid et al., 1999; Stoa 

et al., 1995). Este efecto 111dependiente de la PKC ha sido reportado como que provoca un 50% 

de incremento en las corrientes totales (Ha!111d et al., 1999). Así, es al menos posible que el 

111cremento en amplltud del pnmer componente de voltaje de Boltzmann tras el PMA (-41 % 

más que en el control; ver Tabla 1) podría ser explicado sin invocar la remoción de inhibición 

tónica. Sin invocar un mecanismo de acción independiente, sería, además, extremadamente dificil 

explicar de qué manera la PKC da lugar a incrementos independientes de voltaje en la amplitud 

de corrientes de cola en esta preparación (Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 1994). 

Lo anterior nos permite re-evaluar la slguiente pregunta que ha sido planteada en párrafos 

anteriores: ¿De qué manera se explica que el aumento inducido por activación de la PKC guarde 

cierta dependencia de voltaje, a potenciales negativos, si no es por un mecanismo de 

interconversión rel¡¡clant -7 willing (Figs. lOA y 13A)? Se ilustrará una respuesta tentativa con base 

en el siguiente esquema: 
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En el panel ¡\ se esquematiza un 111cremento (magnificado ex projúo) er. la corriente 

poblacl0nal de CCDV N, representada, en cada caso, por una función doble de Boltzmann. Según 

se muestra en el panel B, que representa los componentes de cada curva del panel A por 

separado, este Il1cre!11ento es el resultado de un aumento selectivo en la magnitud del primer 

con1poncntc (nótese cIlle el segundo componente es ic.lénuco en C:lch c~so). El panel e 1l1UestIa 

que, <..'stc efecto, repercute en un lJ1crcmcnto dependiente de volt:1jc a potcncinlcs negntIvos e 

lndcpel1c\¡cnte del mlSl1i.O :l. pot<..'ncl:lks mis ckspol:uizantes. Podemos concluir que, un :lUrncnto 
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Ikeda, 1994) - sino que puede deberse a un efecto selectivo que altere las caracteristicas de alguna 

población parncular. En el caso esquematizado, y que reproduce cualitativamente los efectos 

observados tras el P"l.A, esta efecto altera exclusivamente a la población w¡l/ing, dCJando intacta a 

la poblaClón re/l/clanl (Fig. 12E). 

¿ Puede explicarse la persistencia de inhibición tónica después de la aplicación de PlviA.? Esta 

teSIS y otros esrudios anteriores han lTIostrado que el trata:m.iento previo con Plvú-\ provoca una 

atenuación más o menos significativa en la inhibición subsiguiente de la corriente de CCDV N 

inducida por NT (Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 1994; Shapiro et al., 1996). Sin embargo, la 

habilidad de la PKC para revertir la inhibición previa de los CCDV N a través de la activación 

directa de PG por GTPyS depende de la utilización de preplflsos muy largos (>50 ms) y muy 

despolarizantes (Swartz, 1993; Barrett y Rittenhouse, 2000). Esto último indica que el "orden de 

aplicación" (Chen y Penington, 1997) es critico para el resultado final de la convergencia de 

ambas vías moduladoras (Barrett y Rittenhouse, 2000). Por tal motivo, la PKC puede ser capaz 

de prevenir la inhibición mediada por PG únicamente si sus efectos son establecidos antes de la 

activación de estas últimas. 

En consecuenCla, SI existe un cierto nivel de activación basal de PG, es posible que éste 

pudiera lnterferu con la modulación por PKC y viceversa. Esto es, el enunciado anterior 

formulado de manera reciproca, es lo que permite plantear la presencia de un componente F,F, 

en neuronas dializadas con GTPyS (Fig. 24). En otras palabras, un cierto nivel de actividad basal 

de PKC puede volver, a una pequeña población de CCDV N' resistente a la acción de PG. Con 

esta conjetura, la fase de activación bifásica de la comente tras el GTPyS seria concebible como 

el resultado de la activación de dos poblaciones de canales con patrones de activación e 

inactivación prácticamente opuestos, y no como el resultado de la activación de una sola 

población con cinética de activación bifásica e inactivación enlen/ecida (Jones y Elmslie, 1997). 

El fundamento molecular para explicar la dependencia de los efectos del "orden "de 

aplicación", reside en la noción de una competencia por el sustrato (Swartz, 1993; Chen y 

Penington, 1997; Barrett y Rittenhouse, 2000) entre la PKC y la subunidad G~y por sitios 

comunes en la subunidad al de los CCDV N. La idea básica es que las subunidades G~y libres se 

unen directamente (De Waard et al., 1997; Zamponi et al., 1997; Furukawa et al., 1998b), de una 
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manera dependiente de voltaje (Ehrbch y Elmslie, 1995), a uno o más sitios potenciales en una o 

más reglones intracclubrcs de la subumdad al' presumiblemente en una cstcqmomctría 1 1 

(Zampon! y Snutch, 1998), y que esta interacción puede prevenir la fosforilación de regiones 

consenso de PKC sobrelapantes. En este contexto, los prepu/sos largos y sumamente 

despolarizantes son necesarios para despegar al complejo G~y de la suburudad ex, y permitir el 

acceso de la PKC a regIones previamente "enmascaradas" (Barrett y Rittenhouse, 2000). La 

fosforilaClón de la subunidad a, (en uno o más sitios potenciales) prevendría, a su vez, la 

subsiguiente uruón de G~y (Swartz, 1993; Barrett y Rittenhouse, 2000). 

Es extremadamente interesante hacer notar) que exactamente el mismo cuadro anterior de 

competencia por sustrato entre PKC y G~y ha sido invocado para explicar la capacidad de las 

segundas de prevenir la fosforilación por PKC de PLC~ y de ésta última para inhibir la 

interacción de G~y con la misma (Litosch, 1997). Por lo tanto, puede conjeturarse sobre la 

posible generalizaClón de un cuadro modula torio de este tipo como el sustrato molecular que 

determine el efecto de vías de regulación convergentes en un efector y divergentes en sus efectos 

sobre éste. De ser cierto lo anterior, también ptoveería un modelo interpretativo para explicar la 

existencia de los grupos G1 y G3 entre las necronas con sobre expresión heteróloga de 

subunidades G~y: el que el fenotipo de la corriente se incline hacia uno u otro extremo 

dependería del orden temporal preciso en el que se establezcan los efectos que llevan a uno u 

otro, de manera que el efecto que se establezca primero inhiba el establecimiento del segundo. 

9.3.2. Cambios Inducidos por la PKC en las Cinéticas de Activación e Inactivación 

Antes de analizar los efectos que induce la PKC sobre las cllléacas de CCOV N' conV1ene 

rctonur una discusión que ha c]ucc.lado pendiente sobre un fcnón1cno lTIUy llamativo cluC ha sido 

observado al analizar los efectos del aumento en inhibición tónlCa sobre el comportamiento de la 

corriente. El paréntesIS no es ocioso: servirá para dar sustento a b conclusión de que las 

J.lter:1.ciones cinéticas induciebs por el pretrat:llniento con PI'vL\ no pueden ser explicadas 

l11voclndo b n::mOClón de ehcha inhibición. 
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máxima (Figs. 9F y 11 F). Esta observación no es nueva: una conclusión similar ha sido planteada 

por S. R. Ikeda (1991) tras el análisis del efecto de los prepulsos en condiciones basales. Sin 

embargo, lo que interesa subrayar de los resultados de esta tesis es el contraste que tiene con la 

observación de que los efectos sobre la amplitud de la corriente de ambos procedimientos son 

máximos a potenciales en los que las alteraciones cinéticas son mínimas (Fig. 10A). Esta marcada 

separacIón en la dependencia de voltaje de ambos fenómenos es especialmente notable cuando 

se analiza el efecto de los prepu/sos en condi~iones en las que la inhibición tónica ha sido 

experimentalmente elevada por diálisis con GTPyS (Fig. 11 F). 

¿De qué manera se explica el fenómeno anterior? La respuesta es simple. Basta con fusionar 

dos observaciones: (1) El en/entecimiento cinético es una característica distintiva de canales 

inhibidos por PG (e.g. Fig. 24C); (2) Las PG llevan a un marcado corrimiento en la dependencia 

de voltaje de la activación de los canales inhibidos (Figs. 12D y 20D). Ya que la última 

observación implica que el punto medio de activación máxima se despinza a potenciales cercanos 

al potencial de inversión de la corriente, la lenta activación de canales reluctant no contribuye 

significativamente (en tiempos muy cortos) a la fase global de activación de la corriente a 

potenciales menos despolarizantes (Fig. 11F), puesto que éstos sólo activan a la población willing. 

Tras los prepulsos, la proporción de canales en esta última población se incrementa, de manera que 

la cantidad de corriente redutable por despolarizaciones moderadas también aumenta. Ya que el 

efecto de los prepu/sos es desplazar el equilibrio willing +7 reluctant hacia la izquierda, esto implica 

una disminución neta en la población reluctant, de manera que su contribución a la fase de 

activación de la corriente disminuye y, ésta, se activa según patrones normales. 

El corolario de la discusión anterior es que, la aceleración en la cinética de activación que 

induce la PKC a potenciales negativos (Fig. 9F) no puede explicarse sino por alteraciones en la 

cinética de la pobhción wi/fing. 

Por otra parte, de acuerdo con reportes anteriores (Ikeda, 1991; Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 

1994; Barrett y Rittenhouse, 2000), se ha encontrado que la remoción de inhibición tónica por el 

GDP~S aumenta la inactivación de la corriente de CCDV N' Sin embargo, las amplitudes relativas 

de los componentes de la inactivación (ver Tabla 2) son afectados más fuertemente que las 

constantes de tiempo (Tabla 2) o la dependencia de voltaje de la inactivación (inserto Fig. 15F). 

Esta conclusión se ajusta con los resultados de la Fig. 22 Y la interpretación de la Fig. 24C: los 
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canales mhibldos por pe no inactivan. Esto se traduce en lo siguiente. Si hay una fraCCIón de 

canales tónicamcntc mlubidos, su contnbución al comportatniento general de la lDactlvación de 

la corriente será una rusnunuClón proporcional en la cantidad de inhibiClón global, que no Uene 

porqué afectar la dependencia de voltaje ni la cmética de inactivación en estado estaclOnario de la 

fracción no inhibda. 

Lo antenor es consistente con varios trabajos previos (Bean, 1989b; Boland y Bean, 1993; 

Elmslie y J ones, 1994), en los que se ha notado que la inhibición inducida por NT tiene sólo 

efectos marginales sobre la dependencia de voltaje de la inactivaciÓn. 

En contraste, la activación de la PKC induce un corrimiento negativo en la dependencia de 

voltaje de la inactivación (inserto Fig. ISF), una reducción en la asíntota de inactivación a 

potenciales positivos del pulso condicionante (Fig. ISF), y altera las constantes de tiempo de la 

inactivación durante el pulso (Fig. 1GB Y Tabla 2). Estas alteraciones en el patrón de inactivación 

son particularmente congruentes con las predicciones del modelo propuesto por el grupo de D. 

T. Yue (Fati! et al., 1998; Jones et al., 1999). Esta propuesta predice que, pequeños incrementos 

en la inactivación desde el estado abierto (Fig. lGA Y B), generan reducciones sustanciales en la 

asíntota de inactivación con despolarizaciones saturantes (Fig. ISF). La recíproca de este efecto 

está dada por la prácticamente total eliminación de inactivación en estado estacionario que 

induce la inhibición por pe (Figs. 22 a 24) y que repercute en una marcada "sobrereCl/peraciÓl/' de 

la corriente en este rango de potenciales (Fig. 22D). Así, el pretratamiento con PMA, al 

desencadenar un aumento en la tasa de inacuvación de estado ablCrto, puede modificar el patrón 

con forma de U de la inactivación dependiente de voltaje. 

En realidad, cabe una interpretación alternativa a lo antenor. Puede asumárse que la tasa de 

inactlvaóón desde el estado abierto sea maS! nula en todas las cOI1cucioncs y que la tasa de 

inactivación que se vea modificada antagónicamente por PKC y pe sea la mactivación acoplada 

:11 últl1110 estado cerrado del canaL Y:1 (IUC la transición entre éste y el estado abIerto .es 

indcpel1(J¡cntc de potcncial (Boland y Beal1, 1993; Carbone ct al., 1998), las repercus10nes 

esperables 1..'11 t:stc últllno caso POdl Í:l.n ser sj¡lubrcs :1 bs de acophr Ul1:1 tasa de 111activaclón al 

cSL¡do :\blcrto. 
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Ilustr. 14 Alternando en/re modos de apertllTa i/lactivan/e y tlO-1Hactivtll1te dt CCDVN Panel izquierdo, 
a ReIPstro de la actividad de un únlCO CCDV N registrado en el modo de celj-al!ached en una neurona 
simpática en cultivo provenlente del SCG de rata. Trazos seleccionados (no consecutivos) en 
respuesta a una larga despolarización (1.4 s) desde -90 a +20 m V con 110 mM Ba2+ comO acarreador 
de carga. b, Promedio de corrientes unitarias con actividades inactivantes (parte superior), corrientes 
con actividad sostenida durante el puslo de prueba (parte central), y de todos los trazos con actividad 
del canal (parte inferior). Los registros fueron clasificados como no-inactivantes si no se detectaron 
aperturas más allá de los 450 ms después del inicio del pulso de prueba. ': . .Iong- and short-bursting 
palterns nmain cOlíe/a!ed over /he dura/ion of /he in/erpulse in/eroa!... The slow /ransition rales sugges/ a reversible, 
covalenl modijication oJ /he channeJ pro/tin ... "Panel derecho, ver descripción de la Fig. 24C. 

La propuesm anterior se ajustaria de manera más sencilla con otros efectos del PMA, ya que, 

la inactivación desde estados cerrados es seguramente afecmda tras dicho trammiento pues, 

corrimientos en el punto medio de la inactivación por prep,,!sos hacia voltajes más negativos son 

predichos por el modelo invocado si existe un incremento en el número de esmdos cerrados a 

partir de los cuales ocurre inactivación sustancial (patil et al., 1998). Por lo tanto, ambas 

observaciones pueden ser explicadas a la vez, de la manera más simple asumiendo solamente 

modificaciones en la tasa de inactivación desde esmdos cerrados. 

De cualquier manera, y al margen de la validez de las consideraciones anteriores, estos 

resultados apoyan la sugerencia de K, J. Swartz (1993) de que la fosforilación inducida por PKC 

podría controlar un proceso de inactivación independientemente de sus efectos sobre la 

inhibición mediada por PG. Este efecto de la fosforilación sobre CCDV N está en acuerdo con las 

conclusiones de! grupo de K. S. Elmslie (Werz et aL, 1993). Estos autores encontraron que e! 

inhibidor de fosfatasas, e! ácido okadáico aumenta la inactivación dependiente de voltaje de estos 
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canales en neuronas simpáticas del sapo, y concluyeron que este efecto resulta de la fosforilación 

ya que es prevenido por cstaurosporina. 

Se ha demostrado que CCDV N farmacológicamente identificados en neuronas individuales 

pueden inactivar con marcadas chferencias en la tasa y magnitud de la misma a ones y Marks, 

1989b; Plummer et al., 1989; J ones, 1998). De manera interesante, M. R. Plummer y P. Hess 

(1991) han mostrado que CCDVN individuales pueden alternar entre modos de apertura 

inactivantes y no inactivantes. Los resultados presentados en esta tesis (Fig. 22 a 24) apoyan la 

proposición de Werz et al., (1993) de que los CCDV N pueden inactivar a través de estas vías 

dependiendo de su estado de fosforilación (Ilustr. 14). 

9.4. LA ACTrv ACIÓN DE LA PKC INTERFIERE CON LA INHIBICIÓN POR PG 

La última pregunta que ha sido abordada en este trabajo tiene que ver con la mterferencia que 

tiene la activación previa de la PKC con la inhibición subsiguiente inducida por PG. 

Amplia literatura apoya el hecho de que la PKC es capaz de prevenix ciertos efectos 

moduladores de las PG sobre los CCDV N (Lester Y Jabr, 1990; Swartz et al., 1993; Swartz, 1993; 

Zhu e Ikeda, 1994; Shapiro et al., 19(6). 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 prevencIón 

no sea completa? El grupo de B. Hille (Shapiro et al., 19(6) ha sugerido que el grado de efecto 

variable puede ser correlacionado con una prevención selectiva de vías delimitadas a membrana y 

no de vías de seüalización que involucran segundos mensajeros citoplasmáticos. Dado que 

distintos NT están acoplados en grado variable a vías de seüalización delimitadas y no a 

membrana, es al menos plausible que la PKC interfiera con la inhibición causada por unos y no 

por otros. 

Al l1urgcn de la validc¿ de la hIpótesis anterior, no puede cxphc:u-sc en estos ténninos la 

inhibJclón inducidJ por NE en neuronas trat~l(.bs con PMi\ puesto que su mccanisn10 de 

transdllcclón ele sci1alcs lI1tracc1ular da lugar pnran1cntc a vÍ:1s ddimitndas n lTIembrnnn (Bccch ct 

01.,1991,1992; llcrnhcim et al., 1991; ¡,,1othlc ct al., 1992; Shapiro et 01., 19940,b, Zhou ct al., 

1997; lJclnl:ls el :11., 1998h, 1999). Por tanto, un:1 vb exclusiv:1lTIcntc dcJ¡lTIlr~\(b:1 la mcmhr:ln~\ 
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establecerse a otro nivel. La hipótesis a este respecto, fue la siguiente: las vías delinlltadas a 

tncmbrana no son hOlnogéneas e incluyen cOlnponcntcs tanto VD como VI. Por ende, para 

buscar una respuesta se han analizado las características electro fisiológicas de la inhibIcIón no 

ocluida por PKC. 

En ténninos electro fisiológicos, dos tipos de patrones inhibitorios son claramente 

distinguibles tras la activación, directa ó indirecta, de las PG: aquéllos que dependen de potencial 

(VD) y aquellos que no (VI). El componente VD muestra las siguientes características: (1) Su 

magnitud es inversamente proporcional al potencial de prueba (Marchetti et al., 1986; Bean, 

1989b; Kasai, 1992); (2) Da lugar a un enlentecimiento en la cinética de activación de la corriente 

(Deisz y L1L", 1985; Marchetti et al., 1986; Bean, 1989b; Kasai, 1992); y (3) La inhibición es 

transitoriamente revertida por una fuerte despolarización (Grassi y Lux, 1989; Elmslie et al., 

1990; Ikeda, 1991). 

Todas las características anteriores que definen a la inhibición VD se encuentran 

compleL~mente ausentes en las neuronas pretrat.~das con P11A: (1) El análisis de corrientes de 

cola no reveló ninguna alteración importante en la dependencia de voltaje; (2) No hubo 

alteraciones en la cinética de activación de la corriente; (3) Los prepulsos no produjeron ningún 

aumento en la amplitud de la corriente, . sino un decremento en ella. Así, por definición, la 

inhibición VD fue completamente prevenida por el tratamiento con P11A. 

Por otra parte, la presencia del componente VI es evidente por una reducción porcentual neta 

en la cantidad de corriente que puede ser evocada por un pulso de prueba, sin que presente 

ningún signo claro de alteraciones ní en la cinética de la corriente ní en su dependencia de voltaje 

(Beech et al., 1992; Luebke y Dunlap, 1994), ní ninguna reversión apreciable por prepulsos 

(Luebke y Dunlap, 1994; Shapiro et al., 1994b; Delmas et al., 1999). 

El patrón inhibitorio observado en neuronas pretratadas con P11A sigue a la perfección la 

descripción anterior. La postura que se sostiene, entonces, es que la parcialidad de la interferencia 

es explicable en términos de una disrupción de vías que dependen de potencial frente a aquellas 

que no dependen de éste. El problema está, por tanto, en tratar de explicar qué mecanísmo haría 

esto posible. La dificult.~d en hacerlo se encuentra báSIcamente en lo pobremente caracterizada 

que se encuentra la inhibición VI. 
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En párrafos anteriores se ha especúlado respecto de la poslble participaCIón de las 

suburudades G~y en, al menos parte, de la modulación VI (aquella que concierne a la vía Jan) y, 

en particular, el hecho de que puc.hcsc orIgInarse por un lTICCamSmo sImIlar a la rnodulación Vl), 

Es declI, la interacclón directa de éstas con la subunidad a, de los CCDV N' Si esto probase ser 

cierto, ¿ Involucrarian, sin embargo, ambos tipos de modulaciones a las mismas regrones del 

canal? A este respecto, los resultados presentados en esta tesis, con base en las acciones selectivas 

de la PKC sobre dichas modulaciones, permiten postular algunas hipótesis. 

Según las evidencias presentadas en la literatura, la prevención de la inhibición VD por la 

PKC parece residir, a nivel molecular, en una competencia por unión entre dicha enzima y las 

subunidades G~y en ciertas regiones del loop I-JI de la subunidad a, del canal (ver 3.2.1). Sin 

embargo, también es cierto que no todos los datos son consistentes con e! que esta región 

citoplasmática forme un sitio único para la modulación por PG (revisado en Dolphin et al., 

1999). En particular, interesa hacer notar que existen evidencias de que la región C-terminal 

contiene también sitios críticos para la completa expresión de la misma (Zhang et al., 1996a; Qin 

et al., 1997; Furukawa et al., 1998a,b). La razón del interés en lo anterior se debe a que, dicha 

región, no parece estar involucrada en los cambios inducidos por la PKC en la actividad de! canal 

dado que no contiene sitios de fosforilación dependiente de esta enzima (Hell et al., 1994; 

Zamponi et al., 1997; Hamid et al., 1999). Por tanto, existen, en la sub unidad a" múltiples sitios 

de interacción con G~y (Ilustr. 4). Algunos de estos sitios son sujeto de fosforilación por PKC y 

otros no lo son (Ilustr. 12). De esta manera; a partir de los resultados aquí expuestos, es posible 

conjeturar que la fosforilación mediada por PKC de la suburudad a, podria no interferir con la 

U1teracción de G~y con sitios no involucrados en la inlubición VD, sino, tentativamente, en la 

VI. 

De manera interesante, Fumkawa et al., (1998a,b) han reportado que la inlublclón mediada 

por Ga,\ (asoclada con un patrón inhlbitorio VI por Dclmas el al., 1998b, 1999) no es alterada 

por mutaciones en clloop ¡-JI, pero es prcvc11ld:l por coinyccción de dos pépüdos s~ntéticos con 

sCCUCnCl:1$ dcriv:1ebs de tanto el loop I-JI con10 del C-Ie/7!Jilla! l\SÍ, ya sea que.: esta rnodubclón 

:ldlClon:d 111Cl!J:llb por (;, sea llc\':lda por sl.lounichelcs Ca (propul':-.to pOI Furuk:t\v:\ el :t1) 

!990h) n por :-I'c'.hUI11d:ldcs (;p'( (UJI110 t:-. SOSlC111do por Ddnus el :11., 1(Y)'), \' $oj1o:t:1do ji(H 1.1S 



evidencias de Qin et al., 1997), estos resultad"s darían prueba adicional para apoyar la idea de que 

existen múltiples sitios de interacción con PG en diferentes dominios intracelulares y que estos 

sitios distintos podrían ser responsables de que se lleven a cabo diferentes componentes de la 

i!wibición por PG y que, ~ su vez, sean sujeto de regulación diferencial por PKC. Asumiendo 

que la inhibición VI se lleva a cabo por una interacción de 'baja afinidad entre G¡3y y e! canal 

abierto (ver 3.1.2.1), podría postularse, además, que el loop I-JI podría contener un sitio de 

afinidad para G¡3y más aIta que aquel presente, tentativamente, en el C-terminaL 

Esta hipótesis tiene la ventaja adicional de aportar un marco interpretativo al hecho de que la 

PKC bloquee la mayor parte de la inhibición u,ducida por NE: dado que se ha demostrado que 

dos iso formas de la subunidad alE (Westenbroek et al., 1992), que difieren en la longitud de su 

región C-terminal (Hell et al., 1994), pueden ser expresadas en tejidos nerviosos, es posible 

considerar que la fosforilación por PKC puede prevenir la mayor parte de la inhibición por PG al 

inbbir completamente los efectos VD en ambas iso formas, pero es incapaz de prevenir la 

interacción de baja afinidad de G¡3y con e! e-terminal de la isoforma más larga. 

9.5. ¿PUEDE COMPAGINARSE UN ESQUEMA CINÉTICO TENTATIVO PARA DAR 

CUENTA DE LOS FENÓMENOS OBSERVADOS? 

"Every!hing shou/d be made 

as simple a.¡ possib/e 

bu! no! Jtmpler. " 

A. Einstein 

En e! Planteamiento de! Problema se hizo notar que, de demostrarse la existencia de una vía 

de modulación positiva de los CCDV N' el modelo willing-reluctant sería insuficiente para explicar e! 

cuadro de modulación completo de estos canales. Toda la discusión que hasta e! momento se ha 

presentado ha estado encaminada a sostener la conclusión de que, justamente, la modulación de 

CCDV N existe, por lo menos en e! caso particular de las neuronas simpáticas que han servido ·de 

modelo experimental. Entonces, ¿Qué tipo de modelo cinético se ajusta a las observaciones aquí 

descritas? 
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El esquema cll1ético tentativo, que a continuación se presenta, se fundamenta en lo siguiente: 

1) Las características cinéticas de la corriente de CCDVN tras la acnvación de la PKC son 

distinnvas de un modo operanvo de "actividad estimulada" (AE) de dichos canales que 

se diferencia claramente del modo operativo de "actividad basal" (AB) propio de 

canales no-modulados. 

2) La presenoa de inhibición tónica en neuronas pretratadas con PMA, y la oclusión de la 

mhibición VD tras la activación de la PKC, indican que los modos operativos de 

"actividad inhibida (VD)" (Alvo) Y de AE son mutuamente excluyentes. Por lo tanto, 

los resultados presentados no contradicen al modelo wi//ing-re/uctant, que explica las 

transiciones AB B Alvo. 

3) Son características cinéticas de los-canales en el modo operativo AlyD , aquéllas descritas 

para el compor.ente S,N, (Fig. 24C). Esto es: (1) Cinética de activación en/entecida (Fig. 

11F); (2) Ausencia de inactivación dependiente de voltaje (Fig. 22D); y (3) Corrimiento 

hacia potenciales despolarizantes en la dependencia de voltaje de la activación de la 

corriente poblacional (Fig. 20D). 

4) Son características cinéticas de los canales en el modo operativo AE, aquéllas descntas 

para el componente F,F, (Fig. 24C). Esto es: (1) Aceleración dependiente de voltaje en 

las cinéticas de activación (Fig. 9F) e inactivación de la corriente (Fig. 16B); Y (2) 

Corrimiento hacia potenciales hiperpolarizantes en la dependencia de voltaje de la 

mactivaóón de estado estacionario (Fig. lSF). 

5) El comportamiento cinético de los CCDV N en el modo operanvo AB se encuentra en 

una posición relativa "intermedia" entre los comportamientos extremos descritos, y es 

similar al de la corriente de las neuronas dializadas con GDP~S (Fig. 16A). Esto es: (1) 

Similar dependencia de voltaje de activación que el modo operativo AE, pero con 

ci.néncas de activacIón e inactivación más lenta a potencla!cs hiperpolanzantes (Flg. 9['); 

Y (2) In:lctiv:lción p:ucial y prcfcrcncialmcntc acoplada a los estados ccrra(!os 

intermedios (Fig. 1510). 

Tomemos ele la litcranua dos lnodclos eméticos CF.1C scrvir~n de base p:U:1 el csquclna que se 

clesc:1 pbntc:u: el rnodclo de "in:lcri\":lc¡ón prefcn:ncÍ:ll desde d csr:ldo (crudo» (j)J"I:!ú·ul.'/ild ¡}ol(,d 

¡/",',. ti!",!;"},,!)!,, 1)'lt,t ,., -11 10"R ¡(ll)i'" rot ot )t)()<)\ l' ,.] '''(llt'''l) ,le "l"I"lC'l'~~\)'() ')Cl""~T<';\")" , • "., •• " •••• •. " • • ,.) 'j < " "" .l.) • ,)) l.,. 1 • ., v • '-.... 1 ., .,"., 
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(pmJlZssive excballge; Pool et al., 1996; Colccraft et al., 2000), planteados ambos por el grupo de D. 

T. Yue pa"a explicar la inactivación en forma de U de corrientes no-moduladas y la inJubición 

VD, respectivamente. 

El modelo de intercambio permisivo es una formalización de la versión del modelo wi!!illg-reluctant 

propuesta por Elmslie y cols., que se describió ampliamente en el apartado 3.1.1.2 de los 

Antecedentes (ver Ilustr. 7). La versión de Yue simplemente incorpora a este último la existencia 

de varios estados cerrados, cuya afinidad por las sub unidades G~y decrece a medida que se 

encuentran más cercanos al estado abierto: 

c~c ~c 

ji J~ 

Por otra parte, el modelo de inactivación preferencial desde estados cerrados es una 

formalización del modelo de inactivación de CCDV N desde el estado cerrado, propuesto por 

Jones y Marks (1989b). En particular, este modelo predice una inactivación incompleta y con una 

dependencia de voltaje con forma de U - Y corrida hacia potenciales ruperpola.rizantes respecto 

de la curva de activación de la corriente (Figs. 15F versus E y 22D versus B)-, al acoplar la mayor 

tasa de inactivación de los canales en estados conforrnacionales cerrados cercanos al estado 

abierto: 

1 ..,....--'> 1 

c~c C~ c~o 
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Ahora, juntemos ambos modelos de la siguiente manera: 

1 ~ 1 ~ 1 ~ 1 ~ 1 

... } Jl Jf ~~ ~~ 

.. 

e ---'-'>. e ----'>. e ----'>. e -----'>. e ===0 ..,,- ~ ~ ~ 

!G~Yll .... J .... J ·······;¡r + r /: ........... ~ G~Y • 

Este esquema, que no es, hasta el momento, más que una superposición de dos esquemas 

cinéticos pubhcados, explicaría tanto la inhibición VD como la inactivaóón parcial de las 

corrientes basales. Por lo tanto, se propone que este esquema explica las transicIOnes entre los 

estados de A1vn B AB, así como las características cinéticas de cada uno. 

¿ y las transldones AB B AE Y las características cinéticas de este último modo operativo? 

Planteemos una respuesta tentativa con base en una pregunta sencilla. Parafraseando la metáfora 

empleada por el grupo de Yue, el incrementar la concentración de suburudades G~y repercutiría, 

en el esquema propuesto, en que los canales se vieran "empujados hacia confonnacioncs 

cerradas profundas, alejadas elel estado abierto". En un esquema lineal, esto podría representarse 

como: 

t [G~y] . 
~---------------------. 

e ===0 

Fn el cscp-1cma :111((:[10r, 1:1 lipron10clón" de estados "cerrados profundos" (dcl'p (j{).rcd~.II(//cJ; 

Paúl ct al, 1996) por los PG llev:lrío a que la comente poblacional se active mós lentamente, pero 
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Ahora, ¿Qué sucedería en caso de existir una modulación que "empuje los canales haCla 

conformacio:1es cerradas cerCanas al estado abierto"? En otras palabras, ¿Qué sucedería si la 

PKC lleva a los canales, a través de la ruta de activación, en sentido contrario al que lo hacen las 

sub unidades Gl3y? Esta proposición, puede esquematizarse de la siguiente manera: 

tPKC 
.---------------------~ 

C~C~C~C~O 

En el modelo de inactivación preferencial desde estados cerrados, claramente sería esperable 

un aumento en la tasa de mactlvación en estado estacionario (por estar acoplada ésta 

preferentemente a los estados cerrados cercanos al abierto). Sin embargo, también podría 

predecirse una activación más rápida de la corriente, puesto que, una mayor concentración de 

canales en estados cercanos al abierto, implicaría una activación más sincrónica y homogénea de 

los mismos. Si, a las caractensncas anteriores les sumamos un incremento en la tasa de activación 

desde e! estado abierto y/o e! estado cerrado más próximo a éste, las características de las 

corrientes corresponderían, grosso modo, con el estado de modulación correspondiente a la 

"actividad estimulada" descrita. (El aumento en la amplitud de la corriente pico en este esquema 

sería consecuencia de! punto (2) descrito, esto es, una activación sincrónica de los canales, 

significaría un aumento en la corriente pico temprana). 

El problema con tratar de conformar un esquema A1VD B AB B AE, se encuentra en el 

hecho de que un diagrama bidimensional no alcanza para representarlo: un canal en estado 

cerrado del modo AB podría transitar a cuatro estados posibles (abierto, inactivado, cerrado 

inhibido o cerrado estimulado). En consecuencia, se requiere de una representación 

tridimensional: 
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En el esquema antenor, las transiciones en los ejes x y y corresponden a transiciones 

dependientes de voltaje, mientras que aquellas que se encuentran representadas en e! eje Z son 

independientes de éste. Los estados cerrados, abiertos e inactivados sin subindice corresponden 

a los estados de los CCDV N de! modo AB, mientras que aquellos que contienen el subinruce 

"Py" y "P" corresponden a los modos AlvD Y AE, respectivamente. 

Se propone aqlú que el modelo antenor está en condiciones de explicar la mayoría de las 

observaciones que se han reportado. Todavía puede incorporarse un estado adicional de los 

canales para descnbir el hecho de que los canales AE todavía son sujeto de inlúbición VI. Si, 

como se ha propuesto anteriormente, este estado es promovido por subunidades Gpy, entonces 

se podría representar de la siguiente manera: 
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En este último esguema, el estado Cppy corresponde a la inhibición VI de canales en modo 

operati\·o l\E. No se pretende llevar más lejos esta discusión. En particular, tres puntos no 

pueden ser derivados de ninguno de los resultados gue se han obtenido: (1) Las transiciones 

permisivas entre los modos operativos AB y AE, esto es, si los canales en AB en cualquier estado 

(o en uno particular) son sujeto de fosforilación; (2) Si existe, o no, una transición posible Cp.~y 

B C~y, esto es, si los canales fosforilados pueden ser sujeto de la acción de una fosfatasa en 

presencia de una interacción de baja afinidad entre las subunidades al de los CCDV" y ~y de las 

PG; y (3) El número de estados posibles en cada modo de apertura y las tasas de transición entre 

éstos. 

9.6. SIGNIFICADO FUNCIONAL E IMPLICACIONES FISIOLÓGICAS 

El conjunto de los resultados presentados en esta tesis favorece la siguiente interpretación. La 

liberacIón de sub unidades G~y, tras la activación de un RHH, da lugar a una señalización 

divergente (en términos de la vla de transducción seguida), antagónica (respecto de sus 

efectos) y confluente (en los CCDVN) (Ilustr. 15). 

Esto abre la via para dar respuesta a tres preguntas fundamentales que aguardan contestación 

en la literatura: Cómo, Cuándo y Dónde la PKC es activada durante el funcionamiento normal 

del sistema nervioso (Bean, 2000). La respuesta común a todas ellas seria entonces: la PKC 

puede ser activada simultáneamente con las vlaS de regulación negativa de los CCDV N (Ilustr. 

lSA), pero sus efectos se encuentran normalmente enmascarados por los efectos inhibitorios 

comúnmente analizados (Ilustr. lSB). 

En particular, la activación de la PKC podria revelarse dentro de un fenómeno conocido 

como "rebote de facilitación" (rebound facilitation; Kasai, 1991). Este término se refiere a que, en 

ciertas preparaciones, al r1J de un pulso de algunos inhibidores particulares, la corriente crece 

hacia niveles superiores a aquellos que tenía antes del on. Si la PKC estuviese involucrada, esto 

resolvería dos problemas simultáneamente: (1) La naturaleza del incremento; (2) La naturaleza de 

la activación fisiológica de esta enZlffia. Es decír, algunos NT inducirían una modulación 

bidireccional de CCDV N' con efectos inhibidores y estimuladores que se sucederían 

secuencialmente (Ilustr. 16; Morikawa et al, 1999). 
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Un trabajo del grupo de I-I. D. Lux (Zong y Lux, 1994) es de particular importanCla para 

sostener la l11tcrpretación antena!. Este grupo encontró que, en conillciones de perfusIón 

intracelular con GTPyS, los efectos iniciahnente depresores de este último sobre la comente de 

CCDV de DRGs de pollo, son seguidos, a tiempos más largos (- 20 minutos) de un efecto 

estimulador de la corriente (Ilustr. 17). De manera lOteresante: (1) La corriente estimulada alcanza 

valores que caSI duplican la corriente inicial (antes de la aplicación de GTPyS); y (2) La 

estimulación, más no la inhibición, es bloqueada por dos inhibidores de la PKC (H7 y PKC19yJ. 

Puede proponerse por tanto que la activación de la PKC constituye una señal latente y que la 

manifestación de sus efectos son condicionales a la remoción de la inhibición directa por 

sub unidades G¡3y, de manera que, mientras los canales estén inhibidos, no puedan ser 

fosforilados (Ilustr. lSB). Sin embargo, al removerse el agonista, la PKC tendría acceso a 

regiones previamente "enmascaradas" por subunidaces G¡3y (Ilustr. ISC), lo que llevarla a un 

incremento en las corrientes y a una prevención selectiva de la inhibición VD (Ilustr. lSD). Este 

serla un mecanismo de desensibilización de una respuesta inhibitoria no llevada a cabo en los 

RHH y tendría la ventaja sobre esta última de proveer un sitio común de manera que una 

respuesta a un NT pudiera verse prevenida por la historia previa de la neurona a otro de estos 

mediadores quúnicos. Adicionahnente, el que siga existiendo inhibición VI podría permitir que 

un cierto NT tenga "efectos secundarios" frente a algunos NT y no frente a otros (frente a los 

que induzcan VD y no frente a los que induzcan VI). 

, 
Desde el primer reporte de modulación de CCDV neuronales (Dunlap y Fischbach, 1978), 

ninguno de los múlaples papeles que éstos juegan (ver Introducción) ha recibido tal número de 

atenClones como aquél vUlculado con la libcración de NT Ganes y Ehnslie, 1997). Es por ello 

que la búsqueda de! significado fisiológico posible de los resultados aquí presentados, sea más 

sencilla en este terreno que en cualquier otro. 

Hasta ahora, el papel fiSIológico más claro ele h 111h.ibic¡ón por PG de los CCDV N se 

cnClH.:ntn. en proveer uno de los 111CGUUS1110S oc inhibicIón por NT de la transmisión slD:lpticiI, al 

reducir la entrada ele Ca" a b terminal presináptIC1 (l-lirning et al., 1988). Existen muchos 

p:1r:1hjcs cn!lC bs Jccioncs de los NT en CCDV;-,¡ (gcncr:1lmcntc cstuckldos en los cuerpos 
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Ilustr. 15 Modulaciones divtTgmtes, antagónicasy confluentes de CCDVN inducida por Jubunidades GfJy. A El 
heterodímero G~y activo sigue dos vías delimitadas a membrana. B Activación de la PKC por los 
productos de la hidrólisis del P1P2 pOI la PLC~ activada por G~y. La interacción directa de este 
último con la subunidad al de los CCDV N previene la fosforilación de éstas por la PKC. e El 
despegue de G~y permite el acceso de la PKC a las regiones previamente '<enmascaradas" en la 
subunidad a,- D La fosforilación del loop I-JI por la PKC impide la unión de G~y con los CCDVN en 
esta región (y bloquea, por tanto, la mhibición VD), pero no excluye el establecimiento de 

inhibic10nes VI. A.breviaruras: PLC!3, fosfolipasa C~; P1P2> inosito14,5·bifosfato; IP), inesiteI 1,4,5-
tnfosfato; PS, fosfatidilserina; DAG, 1,2-dlacilgliceroL 

sobre la liberación al inhibir pasos aún desconocidos de la exocitosis) (Bean, 2000). En particular, 

se ha demostrado que la acti,-ación de PG se correlaciona con una reducción en la cantidad Ca'· 
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que entra a través de eeDV N durante una despolarización individual similar a un PA (park y 

Dunlap, 1998). 

Según lo aquí expuesto, un efecto opuesto debería encontrarse en condiciones que favorezcan 

la fosforilación. Esto no es nuevo. Un incremento en la corriente de ea'+ por fosforilación ya ha 

sido propuesto como un posible mecanismo por el cual la activación de la PKC podría conducir 

a un incremento en la hberación de NT durante despolarizaciones breves (Swartz, 1993, Yang y 

Tsien, 1993, Zhu e Ikeda, 1994), y también se ha observado que los ésteres de forbol pueden 

reducir o eluninar la inhibición por NT en todas las s111ápsis en las que han sido probados 

(Swartz et al., 1993). 

Sl11 embargo, resulta interesante especular acerca del comportamiento que tendrían eeDV N 

1110dulados por un~ u otra vía durante un período de actividad intensa, esto es, durante un trcn 

de PA Hoshi et al., (1984) fueron los primeros en sugerlt que el fenómeno de la faCl]¡taClón de 

cOlTicntcs de CCDV por volt:1jc podrb jug:u un papel importante en el 1l1CrC111cnto en b 

ltber:lción ele NT de las tcrnl1l1:1lcs nCIyios:1s prcslI1~íptiC:lS durante la Csün1u!aClón con :llt:ls 

frccucl1ci:l~ l~stl.ldlnS suhsecuentes h:l!1 :!poy:ldo oU I)lOpo~iC1ón :11 mostrar que b 111hihlclC\n 
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VD por PG de CCDV ~ puede ser transitonamente liberada por despolarizaciones similares a un 

tren de PA, conduciendo a un incremento progresivo en la entrada de Ca2
' (park y Dunlap, 

1998). Este fenómeno es dependiente tanto del número como de la frecuencia de ruchas 

estimulaciones (Williams et al., 1997; Park y Dunlap, 1998; Brody y Yue, 2000). En consecuencia, 

estas observaciones han sido interpretadas como que los prop"lsos tiene un correlato fisiológico 

con la tasa de disparo de las neuronas. Por ello, se piensa que la "facilitación sináptica", que es 

inducida por estimulación de alta frecuencia de una terminal sináptica, tiene un correlato directo 

con la facilitación de corrientes de CCDV N (Wil1iams et al., 1997; Dolphin, 1998). 

¿Qué sucedería con los CCDV N fosforilados? Es factible pensar que la inactivación 

dependiente de voltaje aumentada después de la fosforilación podría aumentar la cantidad de 

inactivación de la corriente durante un tren de P A. Por tanto, es esperable que la potenciación 

inicial en la entrada de Caz
+ a través de canales fosforilados será seguida de una fuerte depresión 

debido a la inactivación dependiente de voltaje acumulada entre los P A. Si esto fuera así, dos 

patrones opuestos de entrada de Ca2
+ a una terminal tendrían lugar en condiciones que 

favoreciesen la inhibición VD por PG y la activación de la PKC. La primera originaría una 

entrada de cl+ inicialmente disminuida que se incrementarla a lo largo del tren de PA y la 

segunda provocaría una entrada inicial potenciada seguida de una fuerte depresión de la 

corriente. 

Puede postularse que estos cursos temporales en la entrada de Caz
+ opuestos, durante 

estimulaciones repetidas estén relacionados con patrones integrativos diferentes que llevarían, a 

su vez, a cursos temporales de descarga distintos de una terminal nerviosa. En particular, el 

patrón propuesto de entrada de cl+ a través de canales fosforilados, durante una estimulación 

de alta frecuencia, podría ser uno de los mecanismos que explique porqué una potenciación 

inicial en la liberación de NT podría ser seguida de una depresión sináptica aumentada en 

condiciones que favorezcan la activación de la PKC (p.e., Shapira et al., 1987). 

Las conjeturas anteriores llevarían a plantear el siguiente modelo evidente: activación de PKC 

--7 incremento de la entrada de Caz
+ --7 aumento en la liberación de NT. Sin embargo, hasta 

ahora, dicha correlación no ha podido ser probada. N o sólo eso, las evidencias que se han 

acumulado suelen ser contrarias a esta idea: no ha podido registrarse un incremento neto en la 

entrada de Caz
+ en terminales sinápticas tras la estimulación de la PKC que sí aumenta la 
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Ilustr. 17 Inhibidón tempranay aumento tardío de com'entes de CCD~\J en respuesta a la activación directa de 

proleínas G. Curso temporal de los efectos del GTPyS sobre corrientes totales de Ba2+ - registradas en 
una neurona sensorial en cultivo, proveniente del DRG de pollo - evocadas por pulsos de prueba a O 
m V, desde un potencIal de mantenim1ento de -70 m V. La flecha marca el inicio de la perfuslón de la 
solución de pipeta con GTPyS (250 )l:M). El Ulserto muestra los trazos de corriente registrados en los 
momentos marcados en la gráfica. 
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liberación de NT. Lo anterior ha llevado a que se piense que el aumento en esta última por PKC 

es independiente de Ca'+. 

¿Contradice lo anterior las observaciones aqui reportadas? En absoluto. Simplemente, hay que 

tomar en cuenta un factor adicional que se presenta en condiciones fisiológicas: el potencial de 

reposo que nonnalrnente se registra tanto en tejidos completos como en neuronas en cultivo 

vada enormemente entre los -35 y -60 m V (Dunlap y Fischbach, 1978; Hom y McAfee, 1980; 

Galvan y Adams, 1982; Forscher y Oxford, 1985). De los datos presentados sobre el 

COlnport:U1ucnto de la mact1vación dependiente de potencial, puede apreciarse que, en un rango 

de voltajes como este, bUCI1:1 parte de b corriente en presencia de PlvIA se encuentra inactlvada 

y, de hecho, en un porcentaje más alto que en condiCIOnes control (fig. 15f Y 22D). Así, no sería 

soqJICnc.1cl1tc, 1l1cluso, que se rcglstr:U:l. un dccrClncnto de 1:1 corriente cvoGlda tras 1:1 aCtlvaClón 

ele b PKC, dependiendo del11lStorial previo del potencial de membrana. 

Fl :lrgU111cl1to :lIHcrior puede :-;crvir, :ldiCloI1:1ImcI1tc) p:H:l cxphc:lt ponllJé) U1 algunos eSlucho;.. 
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CCDV" lo que se ve es una reducción en la misma tras la activación de la PKC (p.e., Holz et aL, 

1956; Rane y Dunlap, 1986). Sin embargo, así como la liberación procede a partir de dorrumos 

espaciales de la entrada de Ca'+ bien definidos, existe una dependencia estncta en el curso 

temporal de la misma (Sabatini y Regehr, 1999). Por tanto, la liberación de NT tras la activación 

de la PKC podria verse estimulada, no por un aumento en la magnitud absoluta de la entrada de 

Ca'+, sino por una entrada equivalente pero más veloz. Como la concentración absoluta de 

Ca'- en un "microdominio" aledaño a la cara citoplasmática de un canal depende de la relación 

que existe entre la velocidad de entrada de éste y la velocidad a la que es amortiguado o excluido 

del citoplasma, una entrada de Ca'+ más veloz llevaría a que se alcancen valores mayores de la 

[Cl+]" con entradas de cl' absolutas equivalentes. Por otra parte, reducciones en el curso 

temporal del componente de cl+ en un PA, podrian dar lugar a la activación preferencial de 

ciertas enzimas con una KM baja por el Ca'+. 

Hay una consideración finaL Tras un periodo de actividad intensa, la [Cl+], suele elevarse lo 

suficiente como para que se activen conductancias de K' dependientes de Ca'+ CIK(GY' La 

corriente saliente producida por los IK(C,) está asociada con la post-hiperpolarización tras un P A. 

Se espera que, esta hiperpolarización, reclute un mayor número de CCDV N en condiciones de 

activación 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-hiperpolarización). Con este efecto se podría 

contrabalancear, tras el cese de actividad, la inactivación acumulada durante un tren de P A. 

La sensibilidad distinta de canales no-modulados y fosforilados frente a cambios en el 

potencial de membrana tiene una ventaja adicional: el fino control de la entrada de Ca'+ por NT 

que no actúan por medio de receptores metabotrópicos sino ionotrópicos. La activación directa 

de conductancias que lleven a una despolarización de membrana conduciría a una disminución 

porcentual en la población reclutable de CCDV N mucho mayor tras la activación de la PKC que 

en condiciones basales. De pecho, se ha mostrado que la duración de los P A es una función 

sensible de! potencial de reposo de la membrana (Forsher y Oxford, 1985). Esto se traduce en·e! 

hecho de que la función de las conductancias que lo componen varía (mactiva o activa) con e! 

potencial. La observación anterior se hizo, en particular, en una preparación (DRGs) en la que la 

duración de la fase de meseta del PA es críticamente dependiente de la actividad de CCDV. Si en 

condiciones que lleven a la activación de la PKC, los CCDV somáticos inactivan mucho más 
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rápIda y lo marcadamente, siguiendo cambios ligeros en el potencial de reposo, esto se traducrría 

entre otras cosas) en un pj\ más corto. 

Baste decir que, además, la modulación de la cinética de CCDV N es un mecarusmo potencial 

para la modulación indirecta de otras conductancias dependientes de la entrada de CaH 

En resumen, los cambios que pueden sufrir los canales tras ser fosforilados son complejos y, 

dependiendo del potencial de reposo y de la historia previa del potencial de membrana, pueden 

traducirse tanto en fenómenos estimuladores como en fenómenos inhibitorios de la entrada de 

Ca'+ al citoplasma. 

Si a todo lo anterior se le suma que el patrón de modulación por PG no sólo puede ser, a su 

vez, modulado por la historia previa de activación 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 variedad de patrones de entrada de Ca'+ a una terminal, con sólo 

manejar las variables de potencial de reposo, fosforilación y activación de PG, se vuelve 

sumamente complejo. 

9.7. PERSPECTIVAS 

Es evidente que buena parte de los mecarusmos moleculares propuestos para explicar los 

efectos observados, así como la mayor parte de las posibles consecuencias fisiológicas descritas, 

aguardan comprobación experimental. 

Se señalará solamente algunos de los puntos pendientes entre otros. 

Se ha postulado que distintos heteroclúneros G~y son capaces de inducir, selectivamente, 

modulaciones VD y VI (Dclmas et al., 1999). Sería i.nteresante averiguar si esta d¡ferencia se 

refleja en una habihdad selectiva para establecer uniones ele baja af11lldad con la subunidad 0:, y 

SI, la fosfonlaClón por ]'KC puede selectivamente alterar lo 111teracción de alta afinidad sobre lo 

de bap. 

lJna poslbiliebd incxplor;¡da en el presente tt:lbJjo es que alguna de 1:1s :11 menos doce 
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heterodírnero G~y particular. L\lgunas diferencias menores han sido notadas por otros autores 

(Ruiz-Velasco e Ikeda, 2000), pero ningún trabajo ha sido hasta ahora exhaustivo en ete punto. 

En particular, la cuestión interesa porque el acople específico de un heterodírnero G~y con un 

RHH depende de Gy más que de G~ y sólo esto podría asociar la activación de un RHH dado 

con un subtipo G~y específico con cualidades moduladoras particulares. 

Adicionalmente, la interacción de subunidades G~y a proteinas de fusión ha sido observada 

en estudios bioquímicos directos (De Waard et al., 1997; Zamponi et al., 1997). Además, esta 

interacción puede ser desorganizada por fosforilación mediada por PKC de los péptidos 

(Zamponi et al., 1997), y cuando los canales carecen de dos sitios particulares de fosforilación al 

ser expresados, la PKC es incapaz de bloquear la inhibición por PG (Harnid et al., 1999). En este 

contexto, los resultados aquí presentados predicen que la fosforilación de estos sitios podria ser 

prevenida (o al menos fuertemente mlentecida) si primero se incuban los péptidos con 

subunidades G~y. 



10. CONCLUSIONES 

Las subunidades ~ de las PG ejercen tres tipos de efectos sobre el comportamiento de 

CCDV N en neuronas simpáticas del SCG: 

1) Modulación rnlubitoria VD, en la que G~4 2 G~, '" G~2 > G~3 »> G~s 

2) Modulación inhibitoria VI, en la que G~2 > G~3 '" G~4 »> G~1 '" G~s 

3) Modulación positiva, mimetizada por activación de la PKC, y caracterizada por: 

a. Incremento en la amplitud de corriente registrada desde potenciales de 

mantenimiento hiperpolarizantes. 

b. Aceleración - depencliente de potencial - de las cinéticas de activación e 

inactivación. 

c. Corrimiento hacia potenciales hiperpoJarizantes en la dependencia de voltaje de la 

inactivación de estado estacionario. 

d. Insensibilidad al componente VD de la inhibición inducida por NE. 

Las modulaciones positiva e inhibitoria (VD) son mutuamente excluyentes, inducen 

características antagónicas en el cOlnportarnicnto de la corriente que fluye a través de CCDV N' y 

son moduladas de manera opuesta por el historial previo del potencial de membrana. 

Se ha ll1ferido, por tanto, que la activaClón de subunidades G~y conduce a que la respuesta al 

potencial de membrana de los CCDV N sea modulada por vías de sei'ialización bifurcan tes (en 

términos de la ruta bioquirruca a través de la cual proceden), antagónicas (en cuanto a los efectos 

que producen), y mutuamente excluyentes (respecto de que el establccumento de los efectos de 

una previene que se cst:lblczcan los de la otra). 
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11. CONTRIBUCIÓN 

Las Conclusiones anteriores pueden ser incorporadas en el esquema general de regulaClón 

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, SST, PP, GASA, Ada, 
PGE" Secretina, VIP, SP, DA, ... 

VI 
~ ............ ] 

sman fan 

¿ 
VD 
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.? ¿. 

CCDVp 

¿ 
¿Ga? G~2.4Y :1 G~1.5Y 1: . Des.thibieión 

~¿? ,·········S 7···0.nlea ............ 1 

~ CCDVal 
tipo N 

VD 

~ 
G~y 

PKC 

Ilustr. 18 COJltribuciones de los rcm/lados que se han oblwido en esta tesis al diagrama general de modulación bic/irecaoJlal de 
CCDV:\ en J!wrOllaf simpá/lcas. Se ha reproducido el diagrama posrulado en el PlanteamIento del Problema 
(Ilustr. 13) agregando, dentro de las regiones enmarcadas en recuadros con líneas continuas, las ConcluslOncs de 
esta teslS 

En partlCular, pueden sugenrse algunas respuestas a las preguntas que se lucieron en ese 

11101TICno. 

1) La especificidad de acople entrc un RHH y los vías VD y.frlll puede cxplic:lrse, al menos 

p~rclalnlcnr~, en térrni110s de b ~lctivación de subtipos particulares ele C0. 
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2) La falta de efectos estimuladores entre distintos NT con capacidad probada en otros 

sistemas para activar la 111<C puede explicarse en ténrunos de la suceSIón temporal 

precisa con la que se siguen la activación paralela de vías antagómcas y 111utuan1cntc 

excluyentes. 

Es posible que el diagrama de la Ilustr. 18 deba ser replanteado para illcorporar un nivel 

adicional de convergencia entre vías moduladoras a nivel del inductor (NT) que las active 

simultanemante. Falta por determinar si uno o más de los NT referidos en dicha ilustración 

cumplen la condición anterior y, de diferir algunos, en qué términos se establece el acople 

selectivo O no a esta vía. Las caractensticas distintivas descri1=,% para los efectos de la activación 

de la PKC sobre corrientes poblacionales de CCDV N que se han descrito proveen, sin embargo, 

de un objeto de búsqueda particular, esto es, de un objetivo definido. 

• 



12. APÉNDICES 

l. CARACTERÍSTICAS DE LAS CORRIENTES QUE FLUYEN A TRAVÉS DE CCDV 

'7n a wide van'e!} if tells 

a depalanzation of the membrane poten/ial 

¡ncreases ¡he membrane j pennepbi/iry lo C/+. 

lf"e refer lo Ihis vollage-dependml pennea/ion mechonism 

as ¡he Ca channel, 

eVe!1 though very !t!l/e evidence 

exist to establish l/S channel nalU/'e. " 

S. Hagiwara y L. Bycrly, 1981 

1.1. Caractensticas Cinéticas 

El término de "cinética" se utiliza para referirse al curso temporal de alguna reacción. En el 

contexto de una corriente que fluye a través de un conjunto CCDV (corriente "macroscópica"), 

dicho término es empleado para describir e! curso temporal con el que se desarrolla una corriente 

en estado estacionario de! potencial de membrana, y la manera en la cual se alteran sus cilstintos 

componentes respecto de variaciones en el mismo. De ninguna manera se pretende dar aquí una 

exposIción formal y precisa de tan extraordinariamente vasta y profundo tema, pues ello 

requeriría de un estudio completo por separado. Simplemente se trata de exponer cuales son las 

características pnncipales que muestran las corrientes que fluyen a través de CCDV porque, es en 

términos de éstas que se tratará, más adelante, la identificación de distintos tipos de CCDV, y de 

cilstintos patrones inhibitorios de los mismos. 

I.I. l. /Jet/vació" 

Los CCDV se encuentran prcdotnin:-tntcn1cntc cerrados a valores del potencial de 111cmbrana 

cercanos al valor del potcnclJl ele reposo nomal (entre -60 y -40 mV) o a valores más negatIvos 

(lUC éste. El término de "actiVJClÓn", en registros macroscópiCOS, se reficre:l b porción del curso 

tCllipn 1":11 del dCSJ!Tollu dé 1:1 cOrril'nlc lk CCl)V lJlll' cumprende el pcnodo que \";¡ desde el 
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máXill1a antes del fin de ésta. El desarrollo de la corriente entrante de Ca2
+ sigue un curso 

temporal sigmoidal que alcanza valores lnáxilDos a tiempos progrcsiValTICntc lnás cortos a 

medida que se incrementa la magnitud de la despolarización de membrana. 

El proceso de activación de esta corriente es rápido (1 < 3 ms), se encuentra bien separado de 

la inactivación (Elmslie y J ones, 1994) y puede ser descrito por una cinética exponencial simple, 

desde el inicio del desarrollo de la corriente entrante (lones y Marks, 1989a). Sin embargo, el 

hecho de que el desarrollo de la corriente tenga un curso temporal sigmoidal es indicativo de que 

existe un retraso entre la despolarización de la 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 activación de la corriente de ea2+, lo que implícitamente significa que se requieren más de dos 

estados (uno cerrado y uno abierto) para modelar el proceso (Hagiwara y Byerly, 1983; Sala, 

1991; Golard y Siegelbaum, 1993). 

Una de las características principales que distinguen distintos tipos de eeDV es el rango de 

voltaje de su activación. La manera más simple de determinarlo es trazando una curva de 

amplitud de la comente versus potencial utilizada para evocarla ("curva I-V"). En cada voltaje 

particular, la amplitud iso crónica de la comente será proporcional al número de canales totales 

disponibles basalmente eN), la conductancia unitaria ()), la probabilidad de apertura (Po) y la 

fuerza electromotriz (Vm - E c,; donde Vm es el potencial de membrana y E c, es el potencial de 

equilibrio de Nemst para el el-l. Dado que el E c, se encuentra a valores de V m positivos, las 

relaciones I-V de los eeDV poseen una región característica de pendiente negativa a potenciales 

cercanos al umbral de activación de la corriente, un valor máximo ("pico") y una región más o 

menos lineal con pendiente positiva a a valores más despolarizantes. La región de pendiente 

negativa refleja el rango de voltajes de la activación de los canales y es generalmente identificada 

por el voltaje de activación media máxima (VDS> y por la pendiente en este punto (sensibilidad al 

voltaje). 

1. 1.2. DesactivaciólI 

El término de "desactivación" denomina a la porción del curso temporal de la corriente que 

se presenta tras el fin del pulso de voltaje que ha sido utilizado para activarla. La desactivación -

proceso de cierre - de los canales durante el regreso al potencial de reposo da lugar a un salto 
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mstantáneo de la corriente entrante (debido a que la fuerza electromotriz sobre el ión que 

transportan se incrementa a potenciales en los que los canales se cierran) seguido por un 

decaimiento exponencial rápido de la corriente ("cola"), con una tasa, dependiente de potencial, 

que puede variar desde fracciones de milisegundos hasta algunos milisegundos. Estas corrientes 

se han llamado corrientes "de colas", "de cierre" o "de desactivación" (Bezanilla, 1996). 

Si se mantiene un valor de potencial de repolarización constante, tras varios pulsos breves a 

diferentes voltajes, entonces puede trazarse una gráfica de amplitud de corriente de cola versus 

potencial del pulso precedente. Una curva de este tipo, es una "curva de activación" de la 

corriente, ya que, entre un valor de potencial y otro, e! único parámetro que varía es e! número de 

canales que ha sido reclutado en e! pulso de prueba. 

L1.3.Inactivación 

El término de "inactivación" denomina al proceso de decaimiento de la corriente en 

condiciones de estado estacionario en el potencial de membrana. La inactivación de la corriente 

de Caz+, de hecho, es un tema polémico. Para los CCDV, al igual que para otros canales iónicos, 

la inactivación 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 

deactivado (cerrado; Carbone et al., 1998). 

La constante de tiempo Ce,,) para la inactivación de los CCDV puede depender de! potencial 

de m=brana (dependiente de voltaje), de la [Cl+]; (dependiente de Caz+), o de otros factores 

intracelulares y puede estar acoplada en grado variable a la activación de los canales (Eckert y 

Chad, 1984; Gumick et al., 1989; Jones y Marks 1989b; Cox y Dunlap, 1994; Pati! et al., 1998; 

Jones et al., 1999; Carbone et al., 1998). Por ello, se suele dividir la inactivación de la corriente de 

C 2' . a en tres tipos: 

1) Ausencia de inactivación. 

2) ¡nactivación dependiente de corriente (o de uso). Una peculiaridad de algunos CCDV es la 

sensibilidad de sus compuertas de inactivación a los ni~eles citoplasmáticos de Caz, libre (Eckert 

y Chad 1984; Cox y Dunlap, 1994; Carbone et al., 1998). En estos casos la maCtlvación ocurre 

como resultado de un lI1fluJo de iones a u·aves del CCDV y es relativamente mdependientc del 
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potencial de membrana. La interpretación más popular es que el incremento en la [Caz+]; debida 

al influjo de Ca2~ bloquea a los propios CCDV. La inactivación dependiente de Caz
+ de los 

CCDV fue originalmente descrita en Paramecium (Brehm y Eckert, 1978) y en neuronas de Ap!ysia 

(Tillotson, 1979). Dun1ap Y Fishbach (1981) documentaron un fenómeno similar en DRGs 

embrionarias del pollo en cultivo. La inactivación dependiente de Ca2
+ esci tipificada por tres 

caractetÍsticas principales: (1) La tasa de inactivación es directamente proporcional la amplitud de 

la comente; (2) En experimentos de doble pulso, en los cuales las comentes de Caz
+ son medidas 

después de un pulso condicionante !prepu/so) a diferentes potenciales, la amplitud de la comente 

de prueba decrece (inactiva) proporcionalmente a la cantidad de Ca' + que se acumula durante el 

prepu/so (Eckert y Chad, 1984; Plan!, 1988; Carbone et al, 1998). La curva de inactivación versus 

voltaje correspondiente no es monotónica, sino que tiene una forma de U, con valores mmrunos 

de inactivación a potenciales que producen comente entrante máxima; (3) Las comentes de Ba2
+ 

y Na + a través de CCDV inactivan menos que aquellas de Caz
+ y la curva de inactivación en 

forma de U correspondiente es menos pronunciada; y (4) La inactivación de CCDV es prevenida 

en presencia de quelantes internos de cl+. La inactivación de la comente de Ca2
+ en células no 

dializadas (p.e., utilizando· la técnica de pa/ch-clamp en configuración de "parche perforado'') es 

generalmente más prominente que la que se observa en células dializadas (en configuración de 

célula completa) con una concentración efectiva de amortiguador de Caz
+ (p.e., 10 mM EGTA). 

La inactivación dependiente de cl+ es especifica .para algunos CCDV y puede presentarse en 

combinación con inactivación dependiente de voltaje. 

3) Inactivación dependiente de potencial. Al igual que para las cinéticas de activación, la 

inactivación dependiente de voltaje implica que la tasa de inactivación del canal (l/"rJ es una 

función muy sensible del potencial de membrana. Al incrementar el voltaje en 10 a 20 mV, 'h 
decrece e veces o incluso más. La inactivación rápida dependiente de voltaje (decenas de ms) es 

caractetÍstica de algunos CCDV que se abren transitoriamente durante despolarizaciones 

pequeñas en células excitables, mientras que cursos temporales de inactivación más lentos ("th > 

100 ms) son característicos del resto de los CCDV (ver adelante). La inactivación dependiente de 

voltaje puede ocurrir también muy lentamente (decenas de segundos) al variar el potencial de 

mantenimiento hacia valores despolarizantes. Esta inactivación lenta es común a varios CCDV y 

conduce a un decaimiento de la corriente reclutable por una despolarización subsiguiente. En 

algunos casos, una curva de inactivación versuS potencial de mantenimiento asociada a un proceso 

II dll I I II 11 11 I I 
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de inactlvación de este tipo presenta una fOnTIa slgmoidal de crecimiento monotónico. Sin 

embargo, ha s,do descnto que una mactivación puramente depenchente de potencial puede 

producir una curva que sigue un comportamiento extremadamente similar al que se presenta en 

presencia de inactivación dependiente de Ca'+ (con fOnTIa de U; J ones y Marks, 1989) slempre 

que la tasa de inactivación máxima de los canales esté asociada a los estados cerrados próXl.1TIos al 

estado abierto (ver Discusión; Patil et al., 1998;Jones et al., 1999). 

1.1.4. Comportamiento cinético de la corriente a través de canales individua/es 

La dependencia de voltaje de la probabilidad de apertura del canal imphca que las constantes 

de velocldad que 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 activación y desactivación pueden ser descrit.~s razonablemente bien por un 

modelo secuencial minimo con dos estados cerrados y un estado abierto (C,BC2BO; Fenwick 

et al., 1982). Las tasas de transición .(:2-->0 y C2+-0, determinadas a partir de los tiempos 

promedio de apertura y cerrado y de la duración media de periodos de actividad intensa (bursts) 

en los registros de actividad unitaria a diferentes potenciales (Femvick et al., 1982), para ciertos 

CCDV son generalmente muy frecuentes (500-1500 s'), débilmente dependientes de! voltaje y 

responsables de la rápida fluctuación del canal durante despolarizaciones prolongadas por encima 

de O mV (Carbone et al., 1998). En contraste, la tasa de transición C,-->C2 es lenta (50-250 5') a 

potenciales cercanos almnbral de activación de la corriente mientras que la tasa de la reacción en 

reversa (C,+-C~ es alta. Las transiciones C,BC2, junto con la reacción rápida C,.--:>O, son las 

responsables del curso temporal sigmoidal de la activación de los CCDV (Carbone et al., 1998). 

Los modelos cinéticos clásicos predicen que los parámetros estimados de las cinétlcas de 

compuerta de los CCDV (tiempos de apertura, tiempos de cierre, Po Y n se encuentran 

cst:ldístlcl111cntc distribuidos alrededor de valores medios que identifican inequívocamente las 

C:lr3ctcrísucas eméticas del canal. En una serie registros de actlv1Cbd unitaria, un modelo clásico 

prcc.hcc actividades del canal CDIl un patrón cinético h0!11ogénco caraclcnzado por un conjun to 

de \'alores de parimetros cmétlcos ("modo de apertura"). La actividad de los CCDV, sin 

cmb:tn~() 1)l.lcdc dCrI\':trsc de un núlnc:ro c.!Jscu:to de lnodos de :ljKftur;l, cada lUlO C:lt:1ctcn:-::ldo <, , 

por su propio conjunto dl: l1:1r:'trnctros Cll1l'ticos dlSt1IHOs (I-lcss el :11., 1 ~)84; 1)e:1n, 1989b; ] ~ll11s]¡c 
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et al., 1990; Plummer y Hess, 1991; Delcour y Tsien, 1993). Los modos de apertura de los 

CCDV pueden ser chstinguidos de acuerdo con su probabilidad de apertura (alta, media o baja), 

sus cinéticas de inactivación (rápida o lenta), su amplitud de corriente urutaria (grande o pequeña) 

y su dependencia del voltaje (fuerte O débil). Las transiciones de un modo a otro son 

infrecuentes, con tiempos de residencia medios de cerca de 10 s en cada modo (Carbone et al., 

1998). Esto implica que el canal sufre cientos de transiciones abierto-cerrado en un modo antes 

de cambiar a un modo distinto (plurnmer y Hess, 1991). El intercambio modal ocurre 

preferentemente durante repolarizaciones prolongadas al potencial de reposo y es raramente 

observada dentro de pulsos cortos de actividad del canal que dure menos de 1 s. Por lo tanto, las 

transiciones entre modos de apertura distintos son evidentes únicamente a partir de una serie de 

registros consecutivos, en los cuales una serie de pulsos de voltaje en los que se presenta un 

patrón de actividad actividad similar del canal es seguida por uno o más pulsos con características 

de apertura distintas. 

Al nivel de canal unitario, la inactivación de los canales abiertos es indistinguible de los 

estados cerrados del canal, excepto por la aparición de interrupciones prolongadas en la actividad 

del canal durante despolarizaciones sostenidas. En registros de corrientes de sellos que contienen 

un solo canal activo, la inactivación es generalmente responsable de! último cierre del canal 

después de la actividad repetida del mismo. El promedio de registros de este tipo presenta 

corrientes que decaen durante un pulso de voltaje con constantes de tiempo de mactivación 

comparables con la "'h determinada a partir de registros macroscópicos. 

'-

1.2. La Comente de Ca'+ en Neuronas no es Homogénea: Múltiples Tipos de CCDV 

"l! is probab!J bes! 10 stale allbe begjnning 

¡haJ we are writiltg with Ihe ossumption 

Iha! Ihe Ca chemnel is no! el unique molemlar stmctllre ... " 

S. Hagiwara y L. Byerly, 1981 

Hacia finales de la década de los 70's, las corrientes de Ca'+ habían sido registradas en' un 

buen número de las preparaciones en las que las células son lo suficientemente grandes como 

para resistir la penetración de su membrana plasmática con un sistema de microe!ectrodos. Las 

distintas corrientes diferían cntre sí en prácticamente cualquier propiedad mensurable: (1) La 

eficacia relativa de cationes polivalentes para bloquear las corrientes de Ca'+ variaba entre 

.mm ¡¡II! II i I1lMmiMiUlil MiW" 
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preparaciones; (2) Los bloqueadores orgánicos eran mucho más efectivos en algunas corrientes 

que en otras; (3) Algunas membranas parecían tener, claramente, más de un componente de 

corriente de Ca'·, a juzgar por la presencia de diferentes dependencias de voltaje, wversas 

afmidades de unión y de movilidad de diferentes cationes divalentes, o por presentar vanadas 

cinéticas en la misma membrana; (4) En algunas membranas, la inactivación de las comentes de 

Ba'+ seguL~ el mismo curso temporal que aquél de las corrientes 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 +, Éstos era generalmente considerados como una estructura única ya que, a 

pesar de que las constantes de tiempo, la dependencia de voltaje y la sensibilidad al TTX variaban 

de preparación en preparación, las cinéticas básicas y la selectividad permanecían inalteradas. 

Estas razones llevaron, en 1981, a Hagiwara y' Byerly a postular que "A pesar de que se debería 

esperar que distintos ambientes alteren !as propiedades de 1m cana! parlim/ar (como la dependencia de vo!/eye y las 

cinéticas), diferentes comentes de calcio muestran tantas divergencias en propiedades fundamentales que 

encontramos más fáci! asumir que hay más de un tipo" (sic). Esta suposición probó ser completamente 

acertada: en menos de cinco años, la corriente de Ca2+ neuronal habría 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 pnmer evidencia sobre la existencia de distintos tipos de CCDV fue obtenida de un 

estudIO realizado en ovo citos de estrella de mar, en el cual se wstinguieron dos componentes de 

la corriente de Ca2+ por su inactivación en estado estacionarla, el umbral de activación y SU 

sclectividad (I-lagiwara et al., 1975). Con base en el registro de clos minimos locales en la curva I­

V, los autores llamaron al primer pico de la corriente como "Tipo 1" y a la corriente activada a 

potenciales más altos como "Tipo lI". Esta obselvacrón fue rápidamente expandida a fU1ales de 

los 70's a diversas preparaciones de neuronas de invertebrados y, posteriormente, a células 

musculares (Bean, 1985, 1989a; McCleskey et al., 1986). 

En ncuronj\s de vertebrados, b prin1cr observación sin.li.br :lp'lrc.cc a princip10s de los 30's 

con un cstudlO rc:ü.Lz:lc.!o por el grupo de R. J Jin:ís en nCl,.u·on:1S <.k h o11v:1 1l1fcrior (Llrl1:1s )' 

Ya1'o111, 1981 a,b). En ~src CstudlO, los :111torcs clcmllcstr:l11 que un P:\ r:ípldo de C:l;:~ podh ser 

lf1ducido únicuncntc :-,1 1.1 céluh el.1 ]¡¡pt'rpnhn'l:1c!:l 1 "su :\ctl\"lcLtd (!c (:CD\' ::c cnc()n~: .nh 
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mactiva todo el tiempo excepto durante la post-hiperpolarización que slgue a una ráfaga de P 1\, Y 

difenría sustanC1almente de la conductancia no-inactivante responsable de la meseta prolongada 

de los mismos. 

En 1984, E. Carbone y H.D. Lux, demuestran formalmente :a existencia de dos componentes 

de la corriente de Ca2
" con umbrales de activación y propiedades de inactivación dependiente de 

voltaje bien separados en DRGs de pollo. Mediante la técnica de pa/eh-clamp, muestran que, el uso 

de potenciales de mantenimiento hiperpolarizantes, desen..'11ascara una corriente de Ca2
' de 

rápida inac::ivación, normalmente ausente a los potenciales de mantenimiento que habían sido 

utilizados hasta entonces. El hecho de que estos CCDV fuesen activodos por despolarizaciones 

pequeñas, llevó a que se les denominara como canales "activados por bajos voltajes" (L VA, por 

low-z.oltage activated). En contraposición, se nombró como "activados por altos voltajes" (HV A, 

por high-zoltage activated) a los CCDV principales, puesto que se activaban con 

despolarizaciones de mayor magnitud. 

Los componentes LV A Y HV A, correspondían perfectamente con las corrientes "Tipo 1" y 

"Tipo II" de Hagiwara, y con los componentes inducidos por post-biperpolarizaciones y aquel 

de actividad sostenida que había inferido Uinás, respectivamente. La existencia de ambos 

componentes fue rápidamente aceptada y extendida a una gran variedad de células neuronales y 

no neuronales (Carbone y Lux, 1984; Fedulova et al., 1985; Nowycky et al., 1985; Kostyuk et al., 

1988; [células no neuronales; Armstrong y Matteson, 1985; Bean, 1985; Nilius et al., 1985]). Estos 

canales habúan de ser rebautizados por el grupo de R. W. Tsien como "tipo-T" porque tienen 

conductancias unitarias pequeñas (!iny) y muestran una rápida y completa inactivación 

dependiente de potencial durante despolarizaciones sostenidas, que da lugar a pequeñas 

corrientes transitorias (fransient; Nowycky et al., 1985; McCleskey et al., 1986). Otra propiedad 

cinética caracteústica de estos canales es que deactivan mucho mas lentamente (10 a 100 veces) 

que otros CCDV. Por esta razón son a menudo llamados "canales de lenta desactivación" (slowly 

deactivatiniJ y su contribución a la corriente total puede ser cuantificada midiendo la amplitud "del 

componente lento de las corrientes de cola (Armstrong y Matteson, 1985; Erte! y Ertel, 1997). 

R. W. Tsien y cols. harian una segunda contribución significativamente más importante; 

describen una segunda clasificación que divide a la corriente HIlA en dos componentes 

(Nowycky et al., 1985; Fox et al., 1987a,b). La propuesta estaba basada en la observación de que 
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la clDétlca de inactivación de la corriente I-lVA era substancialmente distinta cuando ésta era 

estimulaba desde potenciales de mantenimiento hiperpolarizante - suniIar al utilizado para 

desenmascarar a la comente LV A - de aquélla que presentaba cuando era estimulaba desde 

potenciales ligeramente más despolarizantes. En el. último caso, el comportamiento de la 

comente presentaba poca o nula inactivación, mientras que en el primero, la comente presentaba 

una cinética de inacovación claramente bifásica, con t:.n componente de rápida inactivación que 

parecía sumarse al primer componente no-mactivante. 

Los autores propusieron que dos poblaciones de CCDV serían responsables de mediar cada 

componente, y denominaron al componente inactivante como "N", y al no-ÍI1activante como 

"L". De acuerdo con esta visión, la corriente macroscópica I-lVA 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 corriente N y a aquel remanente al final del pulso como L o (b) llevando 

el potencial de mantenimiento a valores de entre -60 y -40 m V para inactivar la corriente N y así 

estimular corriente L en aislamiento. Este proceduniento de separaclón asigna proporclones 

relativamente grandes (40-70%) de la corriente I-lVA estimulada desde potenciales negativos a 

CCDV tipo L. 

Achcionalmente, reportaron que estos dos tipos de canales diferían en su conductancia 

unitaria y en su senslbilidad al bloqueo tanto por cationes divalentes como por distintos 

compuestos orgánicos que, consecuentemente, servían para separarlos farmacológicamente, Las 

1,4-chhiclropinclinas (DHP) afectaban selectivamente a los canales L (aumentando o 

chsminuyendo su actividad según e! tipo de DHP particular), y la w-conotoxina GVIA (w-CgTx 

GVIi\; Kerr y Y oshikami, 1984; Olivera et al.,1985), bloquearía tanto canales tipo N y L pero no 

canales tipo T (McCleskey et al., 1987). Esto último se basaba en resultados Ilcvados a cabo tanto 

en DRGs de pollo C01110 en SCGs y neuronas hipocampales de rata donde esta toxina bloqueaba 

C0l11pOncntcs dccaycntcs y sostenidos de: la corriente. 

La división de la corriente j-jV"\ introducida por el grupo ele R. W. Tsien habría ele despertar 

un buen nún1cro de controversias. En b postura más L"ldiC1.I, D. SW:lndulb y C. i\rrnstrong 

(1988) lubíon analizado los comentes de coh de los canales f-lVJ\ y reporlaron que se 

cncoIltr;1b:l bIen dcscrit:l por una 50b exponencIal, sugtriendo <jlle un solo tipo (!L C't!1:11 cu 

tl..:spon~~:\hk de b U>llll'1ité I1V_\. Por l)tr:1I~;1rtC. F. C:1:ho1"1c y H n 1.t1\: (j<):<I;1,:)) scii:1hl0!": 
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que no había diferencias entre los cursos temporales de la inactivación de dos corrientes f-lV f\ 

con conductancias unitarias diferentes, y varios grupos habían reportado que las corrientes HVA 

eran rclativalnente resistentes a DI-IPs, incluso cuando exhiben un cO!nponcnte sostcnldo, no 

inactivante, prominente (Boll y Lux, 1985; Kasai et al., 1987; Swandulla y Armstrong, 1988; Bean, 

1989a). Finalmente, el grupo de H. Kasai (Kasai et al., 1987) evidenció la existencia de un 

componente de la comente HV A no bloqueada por co-CgTx pero sensible a DHPs. 

A finales de los 80's, B. P. Bean (1989a) sugtere que la mayor parte de las chscrepancias 

podrian ser resueltas si, contrariamente a lo pronosticado por el grupo de Tsien, los canales tipo 

N fuesen predominantes, contribuyendo a la mayor parte (en algunas células) o a la totalidad de 

la corriente HV A. Para ser responsables de ésto, Bean pronosticó que los canales N tendrian 

cinéticas de inactivación complicadas, con inactivación rápida pero incompleta. Esto último daría 

lugar a que participaran de manera importante tanto a la comente sostenida, identificada hasta 

entonces como L, como al componente inactivante. Por lo tanto, 'sin el aumento producido por 

agonistas DHP, la comente L podría ser solamente una fracción pequeña de la N, con la mayor 

parte de las aperturas de canales L breves y dificiles de resolver en registros unitarios. 

Al poco tiempo, estas inferencias fueron demostradas por el grupo de P. Hess (plurnmer et 

al., 1989) en SCGs y en células PC12, describiendo que la comente tipo N puede comprender un 

componente sostenido prominente - incluso al final de despolarizaciones de varios cientos de ms 

- y que el comportamiento de esta conductancia es básicamente no inactivante cuando es 

estimulada desde potenciales de mantenimiento despolarizantes. Finalmente, demuestran que, en 

neuronas simpáticas, un solo canal tip,? N puede alternar entre modos de apertura (ver amba) 

inaetivantes y no inactivantes (plurnmer y Hess, '1991). 

Por lo tanto, la separación de los componentes de la corriente basados exclusivamente en las 

cinéticas de inactivación probó estar equivocada y haber llevado a conclusiones erróneas acerca 

de la proporción de corriente total llevada por canales tipo N y L. En consecuencia, la atribución 

de bloqueo de la comente L por co-CgTx GVIA resultó incorrecta: canales tipo L identificados 

mediante la utilización de agonistas DHP son insensibles a dicha toxina (Kasay et al., 1987; 

Aosalti y Kasai, 1989; Plurnmer et al., 1989). 
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De ésta manera, un componente de la corriente de Ca'· que es irreverslb1emente bloqueado 

por w-CgTx GVLc\ es operacionalmente defInido como que se ha originado a partir de canales 

tipo N (Ikeda y Dunlap, 1999). Utilizando este criterio, se ha demostrado que la mayor parte (65-

95%) de la comente de Ca'· en neuronas periféricas simpáticas y sensoriales se orlgina a partir de 

canales tipo N (p1ummer et al., 1989; COl( Y Dun1ap, 1992; Boland et al., 1994). En contraste, las 

neuronas del SNC tienden a poseer una población más heterogénea de subtipos de CCDV, 

donde los canales tipo N típicamente son responsables de solamente del 20 al 30% de la 

comente total de Caz. (Regan et al., 1991; Mintz et al., 1992). 

La concepción errónea que sostenia que las corrientes de Ca2
+ tipo L y N podían ser 

completamente separadas por sus cinéticas de inactivación díferencial y su sensibilidad al 

potencial de manterumiento (ver amba) llevó obviamente, a conclusiones equivocadas respecto a 

la sensibilidad de los diferentes canales HVA, frente a la inhibición inducida por NT. En 

particular, el hecho de que algunos de ellos inhibieran un componente no inactivante de la 

corriente HVA (que permanecía chsponible a un potencial de mantenimiento de -40 mV) llevó a 

algunos investigadores (Rane et al., 1987; Holz et al., 1989) a sugerir que los NT afectaban a 

canales tipo L. 

Habría de demostrarse, contrariamente, que esta corriente no es modulada y que los canales 

tipo N son el blanco predominante de la inhibición. Las evidencias más fuertes que apoyan la 

conclusión anterior son: (1) Las acciones de los NT se encuentran ausentes en presencia de w­

CgTx; (2) La acción de los NT es siempre aditiva a aquella de los bloqueadores de canales tipo L; 

(3) Los NT no alteran las corrientes de cola de canales tipo L prolongadas por un agonista DJ-IP 

(Elmslie et 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 modulación de canales tipo L se debía 

a que, en realidad, estaban observando un componente de la corriente tipo N que permanece a 

potcncl:ücs de lnantcnitnicnto dcspobrizantes y que exh1be un conlportaluicnto rlO-in:lctiV:lDte 

muy simihr a la comente tipo L (Plul11mer et '11.,1991). 

lVhcntr:ls la distmclón entre canales tipo L y N Cf:1 toel:"!vb JcbJtieb, se dcscubriclon can~llcs) 

en UI1:1 \r:U'lcd:l<J de neuronas disoci:1cbs de 1:1 f:1t:l, que no Cr:111 bloquc:1dos ni por D I-IPs ni por 
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de la corriente permanecía en presencia de ambos bloqueadores. En esta preparación, la corriente 

resistente correspondía a los canales tipo "P", originalmente caracterizados por el grupo de R. 

Llinás (Lhnás el al., 1989a,b; 1992; Usowicz el al., 1992), y que se definen actualmente por su 

rápido bloqueo por el toxina de arañas ro-Aga IV A a concentraciones por debajo de 100 nM 

0'fintz et al., 1992). Poco después, se encontraron canales resistentes tanto a DHP como a Cü­

CgTX GVIA pero que eran bloqueados menos rápidamente y/o potentemente por Cü-Aga IVA, 

y fueron llamados canales Q (Zhang et al., 1993). La distinción entre canales tipo P y Q ha sido 

dificil de establecer en muchas new:onas, de manera que la mayor parte de los estudios se 

refieren a canales tipo P /Q a menos que un bloqueo de alta afinidad por ro-Aga IVA sea 

inequívoco. Los canales P / Q también se bloquean de manera prácticamente irreversible por Cü­

conotoxina lvIVIIC (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 LV/\. (Jones, 

1998). Finalmente, muchas new:onas tienen un componente de la corriente HV A que es 

resistente a todos los bloqueadores anteriores (DHPs, Cü-CgTx GVIA, Cü-Aga IV A Y Cü­

conotoxina lvIVIIC). Esta corriente R ("Jesistente") a menudo inactiva más rápidamente que 

otras corrientes HV A, Y puede activar a voltajes relativamente más negativos (Zhang et al., 1993; 

Elmslie et al., 1994). 

No se pretende llevar más lejos el análisis de la heterogeneidad de las corrientes de Ca2
+ en 

distintas preparaciones. Baste con decir que las herramientas de investigación que habria de 

aportar la biología molecular en la última mitad de la década de los 90's, expanderian aún más las 

ya distantes fronteras de la diversidad de subtipos de CCDV neuronales (ver Apéndice II). 
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n. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LOS CCDV 

,\1 igual que otros canales iórucos dependIentes de voltaje, los CCOV neuronales son 

proteínas heteromultiméricas lntegrales de membrana. La subunidad príncipal (denominada cx¡) 

es un polJpéptido de unos 2000 residuos de aminoácidos (190-250 kDa; Walker y De Waard, 

1998; Catterall, 2000), capaz de formar canales funcionales por sí misma cuando es incorporada a 

sistemas de expresión heterólogos (Dubel et al., 1992; Perez-Reyes et al., 1992; Williams et al., 

1992). Esto es, la subunidad cx1 fonna el poro conductor y le confiere las prinCIpales 

características al canal: selectividad al cl+, dependencia de voltaje de las cinéticas de apertura y 

cierre, sensibilidad a la mayor parte de los agentes fannacológicos y sitios de regulación por 

segundos mensajeros (Carbone et al., 1998;· Ertel et al., 2000). Esta subunidad comparte una 

arquitectura transmembranal, y un cierto grado de homología, con los canales de Na + 

dependientes de voltaje (Catrerall, 2000). La secuencia de aminoácidos en la subunidad cx1 

muestra cuatro dominios homólogos, que contienen, cada uno, seis regiones altamente 

hidrofóbicas (Ilustr. 4). Tanto las regiones amino (N)- y carbowo (C)-terminales de la subunidad 

(Xl' como las asas (loopJ) que unen cada dominio transmembranal, son regiones citoplasmáticas de 

la subunidad. Con excepción del loop que conecta los dóminios IlI-N, todas estas regiones han 

sido unplicadas en la interaccIón con distintas proteinas citoplasmáticas que modulan las 

propiedades de las corrientes a través de (Xl (Walker y De Waard, 1998). 

La estJ.uctura secundaria de cada segmento que compone a los dominios 1 a N, predice una 

conformación de (X-hélice transmembranal (que se numeran como Sl a S6 en cada dominio; 

llustt. 4). El segmento S4 diverge de los demás por poseer, generalmente cada tercer posIción en 

su secuencia primaria, varios residuos de aminoácidos con carga posltiva, que le confieren un 

perfIl hidropátlco más hidrofilico que el de los delmis. Por analogia con los canales de Na' y de 

j(', se pIensa que dIcha región opera como el censor de voltaje del canal oones, 1998). Esto es, 

que esta región es C:1paz de sufrir rcorlcntaclones en respuesta :1 cambios en el potencial 

tr::msll1c111Dranal (1UC repercuten en 1:1 estructura terCiaria del resto - o de parte - de la subuI1idad 

(XI' desencadenando que el canal se vuelva permeable a los iones. La selectividad por el Ca" del 

C:11):11 :lblC"rto 1.:$ conferid;) por una reglón cxtracclubr que se localiza entre SS y SG, y que se 

picn:'>;1 <-llle [orl11:1 lune del poro :101050. 
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Ir.l. Dos Nuevas Clasificaciones ·para los CCDV Nacidas de la Biología Molecular 

Es universalmente aceptado que los múltiples tipos de corriente que han sido ident¡ficadas 

por sus propiedades fisiológicas y farmacológicas están correlacionadas con distintas isofo=as 

de la subunidad al. Mediante técnicas de biología molecular ha sido posible identificar la 

aJI Y a l$• La reconstrucción de dichas subunidades al clonadas indica una correlación fisiológica­

molecular, en la que los CCDV que contienen los subtipos a 1C, am o a 1S son responsables de 

corrientes tipo L, aquellos que poseen subunidades alE generan comentes tipo R y/o T, los que 

contienen subunidades a lB son responsables de las comentes tipo N y aquellos conformados por 

el subtipo aL' son responsables de las comentes P /Q (Dolphin, 1998; Walker y De Waard, 1998; 

Catteral!, 2000). 

La heterogeneidad en la manera de clasificar a los CCDV, ha llevado al establecimiento de una 

tendencia creciente hacia la unificación de las denominaciones, nacidas del estudio de diversos 

aspectos de las corrientes por separado, en una sola. Así, se habla de canales clase B para hacer 

referencia a corrientes de tipo N registradas a través de subunidades alE, etc. (Dolphin, 1998; 

Walker y De Waard, 1998). Sin embargo, la constante clonación de genes de CCDV nuevos 

volvía al orden alfabético de su nomenclatura molecular original extremadamente susceptible de 

no poder proveer suficientes categorías para canales putativos, prestándose a constante 

confusión. Además, la nomenclatura alfabética no refleja las relaciones estructurales entre las 

sub unidades al. En términos del grado de homologia en la secuencia de aminoácidos, éstas 

pueden ser agrupadas en tres familias: (1) aJe, a m, a 1F Y a ,S; (2) alA' a tn Y alE; (3) a 1G, ajH Y aJI 

(Catterall, 2000; Ertel et al., 2000). El grado de homologia entre subunidades a, de una misma 

familia es superior al 70%, mientras que no supera el 40% entre miembros de distintas familias 

(Errel et al., 2000). 

Por estas razones, algunos autores expertos e)1 esta área, decidieron renombrar las distintas 

isofo=as de la subunidad a, siguiendo una sistema numérico - análogo al que se utiliza para 

canales de Na' y K+ - que define tres familias, con varias sub familias, con base en el mencionado 

grado de homologia: (1) Cayl, que comprende a las subfamilias Cayl.l (al,)' Cay1.2 (a,e!, Cay1.3 
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(u iD) y CavlA (u1l); (2) Cay2, compuesta por las subfanunhas Cav2.1 (a"J, Cav2.2 (a,") Y Cay2.3 

(u,,); y (3) Cay 3, formada por las subfami]¡as Cay 3.1 (ad, Cay 3.2 (a,") y Cay 3.3 (a,,) (Ertcl ct 

aL, 2000). 

Un nivel de complejidad adicional a la ya vasta diversidad de tipos de CCDV es confertdo por 

la presencIa de lsoformas generadas por splicing alternativo entre los mismos genes de varias 

subfamilias. En particular, se ha mostrado que existen al menos dos isoformas de subunidades 

Cay 2.2 (que codifican para corrientes tipo N análogas a las analizadas en esta tesis), que difieren 

en la longitud de la región e-terminal (Westenbroek et al., 1992; Hell et aL, 1994), y en algunas 

posiciones que conectan los segmentos S3 y S4 (Un el aL, 1997), y que pueden presentar 

caractensticas cinéticas ligeramente distintas (Un et aL, 1997). Dada la importancia de la región 

C-terminal en la modulación de las caractensticas cinéticas de las corrientes que fluyen a través de 

este tipo de subunidades (ver texto), la expresión de distintas iso formas en un mismo tejido 

puede jugar un papel importante en la regulación diferencial de canales farmacológicamente 

rnchstinguibles. 

n.2. La Subunidad P 

Las subunidades a, que se obtienen por procedimientos de purificación a partir de tejIdos 

nerviosos, coprecipitan con otras dos proteínas (en una 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 corrientes reconstituidas en sistemas de expresión 

(Berro\V et aL, 1995; Zhang et aL, 1996a; Rache ct al., 1995; Rache y Trcistrnan, 1998; Dolphin, 

1998): la subunidad P (52-78 kDa), enteramente citoplamática; y la sub unidad a 20 (140-170 kDa), 

anclada a la membrana y con un gran dominio extracelular altamente glicosilado, que consiste ele 

dos péptidos - cochlicados por el m.ismo gen - urudos por puentes disulfuro (Ilustr. 4). 

El papel preciso que juega la subunidad a,o sobre cJ" comportamiento de la subunidad a, es 

aún sUjeto de dcbate (Bofmann et aL, 1994; Catterall, 2000; Stot% y Zamponi, 2001) y, en general, 

sus efectos requieren de la coexpresión ele la subuni,bd P para ser evidentes (\V'alkcr y De 

\V:l:1rcl, 1098). En cOIltr:lstc, los C:lmblos inducidos por h subunid:ld 0 son cxtrclludamcntc 

prol1ullci:ldos e indcpcndlcntt:s el<.: la expresión COt1j\.ll1t:l de b ;;ubünld:1d (JO}::) (\,\l'.\lkl..'t' )' De 
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\'Vaard, 1998): las subunidades f3 tienen efectos sobre todas las características de la corriente que 

fluye a tTavés de subunidadcs a j " 

Los cuatro subtipos donados de subunidades f3 (f3'b' f3"" f3, y f3,) muestran algunas chferencias 

importantes subtipo-específicas. Por ejemplo, en la mayor parte de los subtipos de a" el subtipo 

f3" reduce marcadamente la tasa de inactivación de la corriente, mientras que f3, produce una 

pronunciada aceleración de la misma (Walker y De Waard, 1998; Catterall, 2000). La modulación 

de las cinéticas de la corriente no sólo depende del subtipo preciso de sub unidad f3 sino también 

del subtipo a, con el cual interactúa (Wa1ker y. De Waard, 1998; Stotz y Zamponi, 2001). Sin 

embargo, en todos los tipos de subunidades al> la expresión de sub unidades f3 induce, 

invariablemente, un incremento en la densidad de corriente y un corrimiento hacia potenciales 

hiperpo1arizantes en la dependencia de voltaje de su activación (Walker y De Waard, 1998; 

Catterall, 2000). 

Esta última observación tiene un especial interés para el tema que, a 10 largo de esta tesis, se 

ha venido tratando: las alteraciones mencionadas que induce la presencia de subunidades f3 son 

exactamente contrarias a aquellas que induce la inhibición VD por PG (ver texto). Más aún, no 

sólo la dirección de los cambios que inducen cada una son opuestos, sino que, además, tanto en 

neuronas nativas como en sistemas de expresión, la dep1eción de subunidades f3 aumenta el 

grado de inhibición por PG, mientras que la sobreexpresión de la misma bloquea la inhibición 

(Berrow et al., 1995; Campbell et al., 1995; Rache et al., 1995; Bourinet et al., 1996; Do1phin, 

1998). 

El conjunto de las observaciones anteriores llevó al grupo de A. C. Dolphin (Campbell et al., 

1995) a proponer que las PG podr.ían ejercer sus efectos al competir con la subunidad f3 de los 

CCDV, previniendo los efectos de esta última sobre la actividad de la subunidad a,. Esta idea 

habría de volverse swnamente popular al ser demostrado que, los mismos sitios en la subunidad 

a, que son críticos para la interacción con la subunidad f3, tienen afinidad por subunidades f3y de 

las PG (Ilustr. 4; De Waard et al., 1997; Zamponi et al., 1997). 

Todos los subtipos f3 presentan un arreglo estructural similar, en el que dos dominios 

altamente conservados (de 107 y 203 aminoácidos) est,~n flanqueados, y separados entre sí, por 
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tres reglones altamente variables (Stotz y Zamponi, 2001). Los pnmeros 30 aminoácidos del 

segundo dominio conservado son cruciales para la interaccIón de las subunidades ~ con el asa 

citoplasmátrca de a, que conecta al primer y segundo dominios transmembranaJes (el loop ¡JI). 

Por este motivo, dicha región es conocida como el dominio de interacción ~ (BID; por beta­

interaction domain; De Waard et al., 1994). Por su parte, la región de interacción en el loop I-JI es 

llamada el dominio de interacción a (AID; por alpha interaction domain; De Waard et al., 1997). 

El sitio AID se encuentra en los seis subtipos de subunidades a, clonadas y consiste de una 

secuencia de 18 arnmoácidos, nueve de los cuales se encuentran universalmente conservados 

(Q1, Q2, E3, L6, G8, Y9, W13, I14 y E18), Y es tanto necesario como suficiente para la unión a 

la subunidad a, de la subunidad ~ (De Waard et al., 1997). 

Sin embargo, la interacción AID-BID por sí misma es insuficiente para explicar todo el 

potencial regula torio de la subunidad ~ (Walker y De Waard, í 998). Al menos dos regiones 

adicionales en la subunidad a, contienen, además, sitios de afinidad con la subunidad ~: las 

regiones N- (Walker et al., 1999) y C-terminales (Qin, 1997; Tareilus et al., 1997; Walker et al., 

1998) (Ilustr. 4). Es interesante hacer notar dos puntos: (1) Estos sitios adicionales tienen una 

afinidad mucho menor por la subunidad p que el sitio AID (unas 30 veces menos; Walker y De 

Waard, 1998); (2) No sólo todos estos sitios de interacción a,-p han sido implicados en la 

expresión del fenotipo completo de corriente modulada por pG (ver texto; Zhang et al., 1996a), 

sino que también el orden de afinidad relativa que muestran estos sitios por las subunidades GPy 

guardan un paralaje estrecho con aquel de la subunidad ~ (loop I.JI > > > C-termilwl; Ilustr. 4). 

Si bien la modulación por subunidades GPy no puede reducirse a un escenario de 

competenCia con la subunidad ~ (Zhang et al., 1996a), este cuadro de múltiples SItios de 

interacción con grados de afinidad variable será critico para consolidar algunas de las inferencias 

tC:lh,_?'clas en cst:1 teSiS. 
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Por largo tiempo fue sosterudo que únicamente la subunidad Ga mediaba la transducc¡ón de 

sei'lalcs, y se pensaba que G~y funcionaba únicamente como una subunielael regulaelora ele la 

primera. Después de la demostración inicial ele que el complejo G~y activa al canal muscarúuco 

de K- (Logothetis et al., 1987), se ha reportado que un número creciente de efectores es regulado 

por este climero. Entre ellos, se encuentran varias isofonnas de la adenilato ciclasa, la fosfolipasa 

A2, la PLC~, los CCDV tipo N y P / Q, los canales de Na + dependientes de voltaje, la cinasa del 

receptor ~-adrenérgico (~ARK), varias proteínas de la cascada de la cinasa MAP y varias GRKs 

(Clapham y Neer, 1997). En todos estos casos, existen evidencias de una interacción clirecta entre 

G~y y e! efector (Gautam et al., 1998). Dado que la confonTIación de la subunidad G/3y no es 

alterada tras su disociación de Ga y que la unión a esta última generalmente impide que G~y 

active sus efectores, se piensa que el sitio los sitios de unión a Ga y a los efectores se solapan 

(Clapham y Neer, 1997). Por lo menos 'en los casos de la AC n, de! GIRl<1 (una subunidad del 

canal de le atriaJ), de la PLC/3z, de la calmodulina y de la cinasa MAP, la región de interacción 

con los efectores se localiza en la subunidad G/3 (revisado en Gautam et al, 1998). 

lII.3, La PKC 

Desde su descubrimiento en 1977, la PKC ha sido el foco de atención de biólogos interesados 

en los mecanismos mediante los cuales las señales externas son transmitidas al interior de las 

células (Nishizuka, 1988; Newton, 1997). Los estudios que se han efectuado indican que la PKC 

se encuentra involucrada en respuestas celulares a varios y diversos estímulos exógenos, que 

incluyen hOnTIonas, NT y algunos factores de crecimiento (Nishizuka, 1992). Todos éstos 

comparten entre sí la propiedad de transmitir las señales extra celulares - de la superficie celular al 

interior de la célula - a través de dos rutas: activación de la PKC y movilización de Caz
+ de 

depósitos intracelulares. A menudo, ambas rutas son activadas simulcineamente como resultado 

de una sola interacción entre un ligando adecuado y un receptor específico, y actúan 

conjuntamente para evocar respuestas celulares subsecuentes, Como aquellas que involucran los 

procesos de liberación de NT y hOnTIonas (Nishizuka, 1984). 

De hecho, la PKC transduce no solamente la información transmitida por activación de 

RHHs acoplados a PG sino, también, la enorme cantidad de señales que inducen la hidrólisis de 
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fosfolípldos mediada por activación de receptores con actividad de cinasas de tirosina y de otras 

tir05111-C111:1S:1S S1!1 actividad de receptor (NC\VtOI1) 1997). 

La PKC se encuentra presente en una gran variedad de tejidos y no muestra ni especificidad 

tisular ni especie-especificidad (Castagna et al, 1982). Se distribuye ampliamente en teJIdos y 

órganos, pero, entre éstos, el tejido nervioso concentra la máxima actividad específica 

(Nishizuka, 1984). Por definición, la PKC es una proteína periférica de membrana: puede ser 

removida de las fracciones subcelulares membranales mediante procedimientos que no perturban 

la integndad estructural de la membrana misma, como la adición de un quelante de cationes 

divalentes (Bel!, 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 participación (Tanaka y 

Nishizuka, 1994; Newton, 1997). Por ejemplo, se ha demostrado que, la vía de la PKC, puede 

modular la excitabilidad neuronal y la eficacia de la transmisión sináptica, y se ha propuesto que 

esto podría constituir lo que ha sido considerado como las bases para algunas formas de 

memoria (Tanaka y Nishizuka, 1994; Newton, 1997): la activación de la PKC, en células 

nerviosas, ha sido frecuentemente asociada con la modulación de canales iónicos (Shearrnan et al, 

1989), desensibilización de receptores (Huganir y Greengard, 1990), aumento en la liberación de 

NT (Tanaka y Nishizuka, 1994). 

La vía de activación de la PKC involucra la hidrólisis de los fosfolípidos presentes en la 

membrana plasmática (Asaoka et al, 1992). La activación de la fosfolipasa C (pLC) conduce a la 

l'udrólisls de los fosfolípidos de inositol presentes en la membrana plasmática, con preferencia 

por el fosfaticlilinOSltol 4,5-bifosfato 0)IP2; Nishizuka, 1984). Uno de los productos de esta 

hidrólrsis, el sn-1,2-diacilglicerol (Dl\G), es un activador de la PKC (Bel!, 1986). Desde su 

descubrimiento, el DAG ha sido ullplrcado en numerosos procesos celulares, que incluyen la 

regulaCIón de fenómenos de secreción, expresIón genética y de la activIdad de receptores de.la 

superficie cclubr, activación de pbquctas y neutrófilos, y, en lérminos generales, procesos 

involucrados en la regubclón del metabolismo, el crecimiento y la diferenciación celular (Bell, 

1986). El papel del DAG como segundo mensajero fue reconocido primeramente por NishlZub 

)' colcg:1~) quienes ObSCl\':1rOn (jUC el DJ\G incrementa b :dll11cbd de 1:1 PKC por e/ f y 

D):·;t-;llldIl-L scrin:l \rpSi cm:;:1nc]n h :lCll\':1C¡t')!1 de dicha cn;':ll11:1 :1 nin.-k$ fi:,101óV1COS de C:/' " ,\ 
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cuando la actividad de la PKC es analizada en un ensayo libre de células, la PKC depende tanto 

de Ca" como de fosfolipidos, particularmente PS, para su activación (Castagna et al, 1982); sin 

embargo, la presencia de DAG incrementa la afinidad de esta enzima por el Ca2+, de manera que 

requiera de cantidades mínimas (""10-7 :M) de este catión bivalente, y la vuelve, por tanto, 

completamente activa sin un incremento neto en la concentración citosólica fisiológica de Ca'­

(Castagna et al, 1982; Nishizuka, 1984) La activación de la PKC es, por tanto, bioquimicamente 

dependiente, pero fisiológicamente independiente, del catión bivalente (Nishizuka, 1984): en 

presencia de altas concentraciones de Caz+, la activación de la PKC requiere de menos 

degradación de fosfolipidos, mientras que en presencia de una intensa degradación de lipidos, se 

requiere de menos Ca'+ para activar la enzima. Aparentemente, el DAG activa a la PKC con una 

estequiometría 1:1 (Nishizuka, 1984). Ésto no indicaría necesariamente que active a la enzima 

por interacciones directas ligando-ligando, sino que, más bien (según se ha interpretado), cada 

molécula de DAG modifica un microambiente en la membrana plasmática, dentro del cual, la 

PKC produce un complejo cuaternario (compuesto de la enzima, fosfolipidos, Ca2+ y el DAG), 

en conformación plenamente activa para la fosforilación proteica (Nishizuka, 1984; N ewton, 

1997). 

Los ésteres de forbol promotores de tumores (tumor-promoting phorbol esters) y sus 

análogos son sn-l,2-DAGs exógenos, .derivados de aceites contenidos en la semilla de ciertas 

plantas (p.e., Croton tiglium), que pueden sustituir al DAG y, así, activar a la PKC directamente, 

sin necesidad de inducir el metabolismo de fosfatidilinositol (Castagna et al, 1982; Bell, 1986). 

Además, la alta permeabilidad que tienen en membranas celulares permite activar la PKC desde 

fuera de la célula, sin necesidad de estimular RHHs asociados con su activación fisiológica, lo 

cual los ha vuelto sumamente populares desde su descubrimiento, 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 fosfolipídica de la membrana por 

intercalación, activa una molécula de la enzima a través de un mecanismo análogo al descrito 

para el DAG, sin embargo, los ésteres de forbol son más potentes que el DAG para activar a la 

PKC (Bell, 1986). Al contrario del DAG, que es metabolizado muy rápidamente (tanto cuando 

es producido endógenamente como cuando es agregado desde el exterior), los ésteres de forbol 

son metabólicamente estables (Nishizuka, 1992). 

,¡¡j.¡Hlill I l' 
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Cuando el grupo de Yasutomi Nishizuka demostró que los ésteres de forbol, potentes 

promotores de tumores, podían estimular la actividad de la 1'KC (Castagna el al., 1982), atrajo la 

atención de muchos grupos de investigación y provocó una literal explosión de trabajos (que aún 

no cesa de crecer en nuestros días) sobre el papel de la PKC en numerosos procesos biológicos 

(Hidaka y Hagiwara, 1989). En particular, la idea de que la PKC estuviese involucrada en la 

modulación de CCDV resultaba particularmente atractiva porque esta cinasa se encuentra 

especialmente concentrada en los componentes membranales del tejido nervloso y, además, en el 

cerebro se encuentra asociada una gran cantidad de la PKC con membranas sinápticas, mientras 

que en la mayor parte de los demás tejidos, la enzima es recuperada principalmente, de la 

fracción soluble y en configuración inactiva (Nishizuka, 1984). 

A pesar de ésto, la mayor parte de la información que se tenía de la enzima provenía de 

estudios hechos en plaquetas y poco se sabía acerca de los posibles papeles que podría jugar en el 

sistema nervioso. Las acciones de la PKC en CCDV N de neuronales de vertebrados habrían 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 I3-Subunit Specificity in the Fast Membrane-Delimited 
Inhibition of Ca2 + Channels 

David E. García,,·5 ~n U,3 Rafael E. Garcla-Ferreiro,5 Erick O. Hernández-Ochoa,5 Kang Yan,4 
Naraslmhan Gautam," WiIUam A. Catlerall,3 Ken MaeJde,,·2 and BertH Hille' 

Departments of 'Physio/ogy and Biophysics. 2Anesthesiology. and 3Pharmac%gy, University of Washington, Seattle, 
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63110. and 5Departamento de Rsiofogía. Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autonoma de Mexico, Apartado 
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Wa investiga!ed which subtypes 01 G-protein f3 subunits par­
ticipate in voltage-dependent modulatlon 01 N-type caJcium 
channels. Calcium currents were recordad from culturad rat 
superior cervical ganglion neurons ¡nJactad intranuclearly 'Nith 
ONA encoding five different G~protein f3 subunlts. GJ31 and G~ 
strongly mimicked the fast vottage~depe!ident inhlbition of caI~ 
cium channeJs produced by many G~proteln-coup¡ed recep~ 
torso The G/35 subunit produced much weaker e1fectS than Gf3, 
and Gf32' whereas Gt33 and Gf34 were nearty inactiva in these 
electrophysiologk:aJ studies. Tha specifcity implied by \hase 
results was confinned and extended using tha yeast two-hybrid 
system to test 10r protein--protein Interactions. Hare, Gf31 or 

Inhibitioo of ncurooa! calcium curreots hy G-protein.couplcd 
rcccptors probably occurs io cvcry type oí ocuroo. le is :.1 ubiq­
uitG\.lS modc of modubtion of clectrical activjty and 5ynaptic 
functlon by ncighboring neurons. A conunon form uses a signal· 
ing pathway whosc componeot5 appear to be restricted ea ¡he cell 
mcmbrane (membrane-dclim.itcd), dcvelops in <1 sec:, and is 
voltage-depcndcnt, ¡.c., ¡he mhlbicion can be partialIy rclieved by 
a scrong dcpdarizJng pulse (for rcvicw, sec HiIle, 1994). A wc!J 
sludicd cxample ¡s che inhibicl{ln of N-type caJcium channch. by 
norcpincphrinc (NE) actlng on 02 adrcncrgie rceeptors in supe­
rior cervical ganglion (SCG) ocurcns. ThlS ¡ype of inhibieion is 
medlJtcd hy f3y-subunit:. úf G-protcins, apparcnt!y aeting directty 
on che channd (Ilcr!iczc ee al., 1996; Ikcda, 1996). 

The speeificity for Gfl and Gy subunits has no! Uccn ¡uyc:,¡i­
gatcu, anu che target sile for ¡he ¡nteraerion of G-proteio J3y 
!>ubunics with cataum chanoc1s is ¡he subjecc of sorne Jcbatc. 13y 
ana!ogy with othcr G.By·effector proteins, scveral invcstigators 
havc propo:s.cd [hal the t;lrget site on voltage·gated calcJum chan­
ncls ¡neludes a QXXER motif In (he intracclJular loop connect· 
ing dornains I ;).od JI (LI.II) of (he al ~ubunitsof cl:!:...<;c.<; A, 11, and 
E (the P/Q-, N·, ano R·typc) calcium channel:<. (De W<lard el al, 

!l.c'e,ved luly l. I~¡¡¡, fCV1'.CJ Au¡;.. 1ft, l<J<)R •• «epl.J A"S 27,lm 

ib ... ", ... u)r. w.s \"l'p<.Hle<1 b)' Il,c W M lúclr. l"uUlltL.l1LJn, ." Ak .... nJer '<lO 
lluu,!><,ldl Sl'¡l\)!)~ ~cllo .. ,h,p. IX,A!'A U')lVC, <><1.,<.1 N .. ,·,,",~I ;\UI.U""'" de Me.· 
"" .,><1 COIl'l<:JO N.C:I<lrwl ':e e,c""., y r",,,,lot"' . .¡"J 1'.,,,,,,.1 1",1,:,,\0". ,,( J Ic~rl¡' 
COr .~IS Ns.o¡~ ..... '\, f)Arl.".')H, JlAi'X);.V" Nsn.~n4, :"~:."'~I,:!S. <DJ C.\14I,'x,) N L; " .. " 
¡~I.lb:,,·J\cd l"H\l,~ .. ,,,, .. [ lbe /\mc,,'''' He .. ,! A~"'-',:,"!."n \.Ve Ih"1\~ D /\n..k,. 
"". \ 'k ...... ~ . .!n,! L \10:" IJf le,!,:\" .. : :'<:1" 

(""";''''''k",'c '.:"",IJ:", .,JJ,,·.'I(:,I:o Df lkrlLl lb::c. Ilq'Mun,.,1 ,,1 ¡':';~"'¡ 
",.\ ",,<1 ~I",!,~)""", 11..·.)\ ;~'~l. U!\,vo"Ii) ,,1 'w.,,",.n~i,,n. Se... "le.. W .. \ ')'i) .)~.: :'~) 
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Gfu coupled to the GAl4-actlvation dornain interacted strongly 
with a chame! sequence corraspondlng to the intraceJlular loop 
connectlng domains 1 and 11 01 a a, subuntt af the c!ass 8 
cak:ium channel fused to the GAL4 DNA~binding domain. In 
this assay, too Gf3s subunit lnteracted weakty, and Gf33 and Gf34 
failOO \0 interact. Together. these results Sllg~st that Gj3, 
andfor GJ32 subunits accoU1t for most of the voltage­
dependent Inhlbitlon 01 N-type caJcjum channels and that the 
Jinker between dornains I and Jt 01 the caldum enanne) cr 1 

subunit is a principal receptor 10r this inhibitkm. 
Key words: G-proteins; calcium channel; norepmephrine; 

yeast 2-hybnd,' sympathetic neurons; ion channel modulation 

1997; Her!itze el al., 1997; Page et al., 1997; Zamponi el al., 
1997). This QXXER sequcnce ovcrlaps with the regioo requlred 
for intcractlon with thc: calcium ehannd 13 subume. In contrase, 
some iovc:stigators argue that an intcraction of O,Bysubunits with 
¡he C ¡erminus of ca!cium channcl al subumc is chc functJOoaJly 
important OM (Zhang el aL, 1996a; Qio et al, 1997). Here, we 
injcct DNA for various G-pro¡cin,B subunits into ¡he nucleus of 
aduh Tat seo neurons and find chat ooly eenain Gf3 suburut:;; wIIJ 
induce inhibitioo of [he cndogenous N-typc Ca 1+ eurrents. Then, 
we used the yease two-hybrid assay to ¡ook [ar interactions be­
twecn Gf3 subunits aod a dornajo of ¡he ch3nneJ. We fiod chal 
exaetly ¡hc same GJ3 suburut5 Ihat inhibit curreot also lntcract 
weIJ wi¡h the \inkcr bctwcen domajns r ::lOd Il of the (1'\ subumt of 
¡nc elas.'> B (N-typc) calcium chaoocl. Together, ¡hes<: re~ults 

identify thc Gf3 subuoits Ih3t c.1n rncdiale f:151, mcmbranc· 
dclim.itcd, aoo voltagc·dcpendent Inhibj¡ion of N.ly¡X: c:l!c¡um 
channcls, aOO they identify a target domaJn oí the channd ¡ha! 
has ¡he appropriatc bioding spccificiey. 

MATERIALS ANO METHOOS 
Cdl cufllm: cnd lnlTanlulrar micromjfClWl!. $1Or,lc SCG neumos wcn! 
cnzym.ltiC.llly t!J)..~oci.ltcd fwm 5-wcck·old m,lle r.ll\ {Spr:lgue D.lw)cy 
LI15were U<;C¡] (or the ex¡><:rlmenls III !'IP.. t-3w Se.¡ulc •• Ln11 WI<,I.lr r:¡l, 
were used in ¡he elpcrirnclll~ in r¡¡;s.·j •• nu 5 In MCXIC0) .¡~ dc.\cnlx:d 
preViOll!.ly (lkcch el .11. 19<»): lkrnhellll el .• 1,19<)1) Ahn ,,4 hr \\l1)! 

rúr JII.JChlllenl lo lhe \llb~lr.,¡c. lhe nCIIr()lt5 wcrc 11,lr.lnudc.llly m¡CTO· 
InjcClcLI u\lnr:.In [ppcnthH[ 524:;! prc)..\urc llnu"IIlJcCIO¡ .!IlJ S)il all­
ero::" '''lJi'"l~'M ~y,lcr:, (E;'pc¡),!"rf, ~i "h$on. W!) !"he .n,ce:",;'1 ",1\: 
11<1'1 (unl.nncd V.Ir)'lll." llm()tI,)l~ (l[ C"j'rulCIll clp¡r ... "on 1'1.¡'.¡¡'"l!. m:tt,1 

""1), IW<) ¡;IJtdl<'1I :n.>I~"['<.. I 1"1:/11\1 lOJ)()() lD, dnl"'n-I~IJOIC"'~'" 
\\.~"ln ;" i';,):<:~, (··Itene. L~¡':' .. ,,"; :';:~CJl.:1u,,¡c,.C'cf11 :-[0:(,,'1 (L,; i) 
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05-0.8 sec resulted in no obvious incredSe in cea volume. After 12-1ñ hr, 
S\Jccessfully injected neurcns were identified by their char.Jcteristic 
greenish-blue GFP fluorescence ming an ¡nvened microscope :quipped 
with epifiuorescence and fl.uorescein aptlCS. 

Ekctrophysiologü:al ruordmg. Currents were recorded using the whole­
celJ voltage-damp technique (Hamil! el al., 1981) with a patch-c1amp 
amplifier al room temperature. Plpettes (0.85-2 Mn) were pulled from 
microhematocrit glass and fire polished. During recording. neurons were 
constantly perfused locally (1-2 mI/min) with the appropriate cxtemul 
:,oJution. SoJution n:servoir:; wcre selccted by lllean..~ oC solenoid valves, 
aad soluúon changes were accompJisbed in <W seco VolLage protocols 
were generated, ¡¡nd data were digitized, recorded, and analyzed using 
BASIC-FASTLAB (lndee Syslems. Capitola. CA). 

To measure c:ilciurn currents, we u,óed two seL .. of soJutions. In Ihe 
expcriments of Figures 1-3, lhe pipeU.e soJution contained (in m\.!): 125 
N-methyl-n-glucamine, 20 TEA-C!, la HEPES, 0.1 leliJc.es.iUID­
BAPTA, 4 MgClz. 0.1 leupeplin, 4 N<lzATP, :md 0.3 Na2 GTI>, pH 
adjusted lo 7.2 with methanesulfonie acid. The exlemal solution ron­
tained (in mM): 140 TEA-OH, 10 BEPES. 2 CaCI:z, 15 glucose, OJXlO1 
TTX, <100 OJXJ2 mfedipine, pH adju. .. ted lO 73 wilh melhanesulfonic acid. 
fu the experiments of Figures 4 aOO 5, the pipetie solution conuined (in 
mM'): 125 roethanesulfonic aeid, 2OTEA-CI, 10 HEPES, 0.1 tetr.tcesiurn­
Bt;PTA, 4 MgCl2 , 5 Mg.ATP, 03 Na2GTP, and 0.1 leupeptin, pH 
adJusted to 7.2 with CsOH. The external solution cantained (jn mM): 
162.5 TEA-CI, 10 HEPES, 8 g/ucase, 2 CaCll , 1 MgCI1 , O.OOO21TX, 
and 0.002 nifedipine, pH adjuste<! to 7..3 with TEA-OH. 

The Ca2+ curren! of ral SCG nemoos is carried -85-90% i¡¡ N-type 
channels li.'l.d the remainder in L-Iype ch.mnels, wilh no detectable P/Q 
component (Mintz el al., 1992). Thereiore, the N-type Ca 2+ current 
could be defined as the compoDeol of !he curreot sensitive tn 100 p.M 
Cd 2+ in tbe presence of 2 f.I.M nifedipine. Currents were sampled at 10 
kHz. To emphasize the eJfects of kinetic slowing of Ca 2+ current 
activatioo, currenl amplitudes were aJways taken as the mean value of 
recarded points between 5 and 6 msec after!he start ofthe depoJarizing 
test pulse. This time is before the current redoChes a peak. Because Ibe 
magnitude of tbe Ca:" current was depeOOen.t on cell size, aggregate 
current d<lla are presented as curren! densities nonnalized lo celJ capa::_ 
iUnce. To <lVoid one source of systematic bias,. experiment:l.J and control 
measvremeols werc a!¡cmated whenever possible, ¡md concurreo' con­
trals were a!vv.!ys perfonned. Where appropriate, dat:l. are expressed a. .. 
mean::!: SE. 

PWmids andmataials. The ONAs eneodiog G.B:z. G.84. aOO G.85 were 
c10ned in pcDNA 1 plasmid, G.81 was doned in pCDMS, Gf3J W<E$ c100ed 
io pClS, G)') Wali c10ned in pa (all Crom M. Simon, Caltcch, Pasadena, 
CA), ',100 GFP was c10ned io pEGFP-Nl (Clootech. Palo Alto. CA). 
Al!hough no! in identicalvectcrs, 0111 G-protein-containing plasmids were 
driven bythe cytomegalovirus promoter. DNA encoding the l..¡.u1oop oC 
rJ,t bmin N.type ealcium channd (roB-I) ala was subcloned into !he 
pAS2-1 vector (Clanlech) a. .. ao EcoRI-BamHI frugment (ot 1069-1449; 
Ola 357-483) te express a OAU ONA-binding dornain (OBD) hybrid 
protein. The bovioe G-protein /3, subunit and f3~ subunil genes were 
subcJooed iota Ihe pACT veclor (Clontech) to express GAL4-actiV'.Jtioo 
dorwin (CAD) hybrid pro!eins. The plasmids pACT-Gp) , pACT-GP4' 
aOO pACT-G~ were described previousJy (Yan et aL, 1996). Plasm.JJs 
were purified using cornmercial kits (Qiagen, Valencia, CA). The ye<lSt 
slrain wa.~ PJ69-'¡A (MAT. crpI-901 ku2-3.111 wa 3-52 hid-200 gaJ4A 
gal80A GALl-ADE2 LYS2::GAL-HIS3 =t2::GAL7-lacZ) (a gift of Dr. 
Philip, James, University of Wisconsin) (James el al., 1996). Thi~ strain 
contams tbree reporters (ADE2, HIS3, and LacZ) !hal can be a=tiV'.Jted 
as a result al prote¡n-proldn inter:lction by n:con.~lilutcd GAU trJrlS­
activ.ilor f uoction. 

Tetracesium_BAPTA W'dS obtained from Molecular Probes. and aH 
ather sa!ts were obtained from Sigma (Sl Louis, MO). 
Y~r two.hybr.d ossay. Plasmids were mOlde apre.s.~jog hybrid proteins 

conslstiog either of a s?ccifie G/3 subunit coupled tn a GAD or an 
intr.lcellul:lr loop of the al N·lype caJcium channe! fu.o,ed to a GBO. A 
pIasmid apressing o¡¡e uf lhe GBD hybrids ¡md tbe phsmid expres..~ing 
the GAD hybrid were cotrJn.\Cormed ioto yeast slrdin PJti9-4A (usually 
withoul introducing aT!)' marnmalian G)' subunit). Ce!l~ were first plJled 
on a tryptophan-free leueine-free medium 10 select Trp+ Leu+ tran.o;.. 
fonned celL~ contammg the GBD hybrid- and GAD hybrid-expre..-.sing 
pla.~mids. To delect protein-protein interactions, these trdnsformants 
were then tmosferred onlD medlUID that aIso !acked adeni;¡e and 
histidine. 

Immunoblotting. To check Ihe express ion of G-prolein subunit hybrids 

García el al .• G-Prot5lll {3 Subunrts InhJbit eaH Chilnnels 

in yeas!, tr.lnsfonr.ed ye~1 celL~ were grown lo saturJlioo pha.<.e. Cu!ture.~ 
(15 mI) were harvested aoo resuspended in 150 rl ofZ buffer (in m.M:]O 
Na¡HPO., 35 NaHPO., 10 KCl, and 0.4 MgSO •. pH 7.0) with 5% 
glycerol, 0.5 mM dithiothreitol, 1 }'g/U'J aprotinin, ¡tOO 2 rg/mlleupeptlO, 
followed by addition oC 0.1 gm of 425-600 ¡.un glass beads (Sigmu). The 
cells were vortexed for 4 mio ¡¡nd centrifuged for 10 min at 4°C. The 
supernatants were saveu, aod 20 fll eelI Iysates were frdctionaled on a 
SDS gel Tbe separdtecl proteias were dectrophoreticalIy transferred to 
a nitrocellulose membr.me. :md Ihe blot W'dS probed with anti-GAD 
notibody (0.2 flg/ml: Clontech), followed by horseradish pero.:dd.l... .. e­
conjug:.tted anti-mouse !gG (I:2CXJO; Am.c~ham., PiSC<lta.W'dy, :-;1). The 
GAD hybrid protein.~ were detected by tbe enhanced chemiluminesccnce 
method (Amersham). 

RESULTS 
We begin with the typical NE-induce.d modulatian a( N-type 
calcrum currents. In control SCG neurons, a 20 msec depolarizing 
test pulse elicited a rapidly activadng inward Ca 2+ currenr (Fig. 
lA,!eft), which was primari1y carried in N-type channels bccause 
{he medium contained 2 tJM nifedipine to block L-type ehannels. 
Perfu:;;ion with 10 p.M NE reduced the ¡nward current amplirude 
by -60% and :;;lowed irs rare of activation. To monitor curren! 
iacililarion, as wclJ as amplllude, we clamped ¡he rnemb.raDC 
potential using the vo[tage protocol in Fígure lA. Inward Ca:!+ 
currents were evoked every 10 sec with a pair oi 20 rosee depo­
larizing test pulses to +10 mV fram a holding petential of-&o 
mY. Dne befare (test pulse 1) and [he other after (test pulse 2) a 
25 msee prepulse ro +125 mV. The depolarizing prepulse tran­
sient.ly relieves much of the NE-induced inhibirian, and the re­
sulting facilitarion can be secn by comparing currents in test pulSt!' 
2 with tbose in test pulse 1. The "facilitation ratio," defined as the 
curren! during lest pulse 2 (at 5-6 rosee) divided by ¡he current 
during test pulse 1, is a convenient measure o(voltage-dependent 
membrane-delimited ¡nrubition by certain O-proteins. In stan­
dard Ringer's solutíon. tbis facilitarlon ratio ís near 1.1, and after 
treatment with NE, ir riscs to 1.6. 

Dose-dependent suppression 01 ICa by overexpression 
01 G/l, 
PreviousIy, we had found that injection of RNA for G~ subunits, 
with and without RNA for GY3' into the cytoplasm oí seo 
neuroos inhibited Ca 2+ currents, increased the facilitation ratio, 
and partiaily occluded the actions of NE (Herlitze et al., 1996). 
lkeda (1996) reported eveo stronger effects with iotranudear 
injection oí DNA. To optimize conditions for intranuclear iojee­
rion here, we firsr deterrnined the dose-response relationship for 
[he action of O~ by varying the concentratian of GP2 DNA 
injected. which was a!ways coinjected with 100 ng/¡.J Gy) aOO 100 
ng/j-J OFP DNA_ Injection of G~ plasmid ar lO, 20, and 100 
ng/j-J induced progres.sively larger facilitation and kinetic slowing 
o( activation in standard Ringer's solution (Fíg. lB-D). Injection 
ar 600 nglpl (Fig. lE) gave about the same facilitation as 100 
ng/¡.U. Figure lFsho\llS the dose-response relacianship for devcl­
apment of facilitatían after rhese injections oí DNA for G~ 
compared with thar after injection of G~. Quite c!early, G~ has 
a much greater effcct than Gf3;¡. Injection with 100 or 500 ng/p.! 
Gtl3 DNA solurion did not induce facilitation (Fig. lf); indeed,' 
injection oC GJ3J slightly reduced íacilitation below control lcvels 
(facilitation ratio, 1.03 .:!: 0.02; n = 10;p < 0.05). 

The current traces after injcction o( GJ3z show that the pro­
grcssive inerease oí (acilitation was accompanied by a deercasing 
effectivenes.s of NE and a decrease in basal calauro current 
density. The increasing arnounts of expressed GilJ. subunits pre­
sumably ocdude the actions of N E and block N-type calcium 
channels. The facilitation ratio is consistently a more sensitive 
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FiglVG 1. lnjccling Gp~ DNA mereases ca1cium curren! facilltation.A-E, Superimposed CJJcium curren! (lc.) trace; ouring a 20 rosee depolarizJtion 
(test puLo;e) 10 +tn mV fram a holdIng pOlen!i:!1 of -HO mY, in Ihe ¡¡lr..ence (bottom trace) or presenee (toptrace) oí NE (10 p.M), before (141) or alter 
(ri¡;h.r) a 25 mscc +125 mV prcpulse. SuCt;cssivc ponds- show uninjected cells (A) ,:md cclb injccted wilh incrcasing concentr.ltions of Gf31 DNA (B-E). 
G/3" DNA W.1S coinjec1ed with 100 ng/p.l G")';¡ DNA in :J.ll ~"S. F, Sumnl:lf)' of fJclli!;¡tlon rJlios for injectiom oC scverJ.1 conccn!rations of Gf3" ,mo 
Gf3JDNA. 

indicator of G~ actions than the occlusion oC NE action or Ihe 
basal current dcnsity. From Ihe dose-rcsponse curves for these 
three actions (Flg. 2), wc clected to use 100 ng/¡.d G{3 plasmids in 
¡he ne¡;t cxperiments.. 

The dashed arrow III Figure 2A reprcsents an extrapolated 
G~ DNA concentratíon (7 "gl¡.tI) thal would be equivalent la 
the control bJ.$:l1 facillta!iOn Icvels, assuming mat the facilitalion 
ratio in the total abscncc oC cndogcnous Gf3 would be ¡be fincd 
v.:ilue 0.94. 

Identiflcation of the Gf3 subtypcs that modulate 
CaN currents 
Thc apparen! in;.¡bility oC Gt3) tO produce f;.¡cilitallon prompted us 
te undertake :; more systcmatic srudy oC lhe cffectivcness of ¡he 
V:HlOUS G·protein {3 subunits in cataum channcl ínhibi¡ion. As 
hefare, we mcasulcd facil\tatlon, tanic inhibitían, and ocdusion o( 
further mlllbition by NE. Ag;J1n In control cclls, arr1iC<ltion of 
10 J.lM NE strongly rcduced the CJ 2

" current magnltudc (Fig. 
3...-1, 11ft). Figure 3, B aoJ D, ¡lJu::.II;JleS CJ h current\ recordcd 
fmm ncurans Ih:l! h,](j bccn injcc!cd with 100 ng/J.l1 DNA for 

Gf:l I, G.B~, or G.B5' wllh GFP DNA bu! Wllhout coinJeclion oC a 
G)' DNA. In ¡hc ah:,cnce of agonl::'[, ¡be Ca l+ currcnts In ncuroas 

injecled with DNA~ Cm G{31 or GfJ~ Jio.played kinctic slowing 
(Flg. J, ¡¡-JI IfrlC(j of e,leh ¡nir) anJ [,Jcill!,l1lün (n);hl InJUS) 
"'l:tu,dly idcll¡lcd \ll Ih.!1 ]lfl!duccd by :\pplic,llIOIl of NE In 

control eclls. Coinjection wilh G")') DNA Jid nor change the 

resulls for Gf31 (data not shown) or Gf3:¡ (Hg. 1), QnJy asma!] 
effccl was obscrvcd in ec1ls injectcd wjth Gf3~ DNA, whether 
alone (Fig. 3D) or in combinarion wittl. G)') DNA (data nol 

shown). Fina!ly, In ncurons injectcd wilh DNAs for Gff)),) , 

Gf34I'J' or CBl>. (a rruncatcd, norunembrane spanning form oC 
¡he Tat cannabinoid receplor in tbe pcDNA3 expTession vector), 
¡he Ca h curren! activarion was similar to that of uninjcc¡cd 

neurons (data nor shown). 
The quantitative rcsults oC Ihese DNA injeellOns ror the various 

Gf3 subunits are summarized III Figure 3, E-G. Thc GJ31 or Gf3~ 
IOjeelions wi¡h and wj¡hoUI G)') givc inJisunguishablc, $trong, 

and highly significant e[ccts when comp;¡Tcd with cclls injccwJ 
wilh. the control plasmiJ CElA. m 10 uninjecteJ cdls. In tbes.c 

G13," or J3:t'lnJcclcd neuran .... ¡he facLlit3tion r;¡tLO IS ralsed from a 
mean of l.l [Q 23, Ihe inhlbllion by N E is lowcn:d from 60 ((: 
22%, ano thc basal c;,t1cium eurrent dem.ity IS lowereo from 22 to 

9 pAlpE Thesc action. ... are :.ignificant at the p < 0.005 leve:!. 
Intcrestingly, bolh. the depre~\ion of Current and ¡he increa..<;c 111 

facilllation rillio ilre greatcr thall thO!>C wl\Jch occur wlth 10 ¡.¡M 
NE on control cc\l\ By cump.lTl:.on, tbc e [ccts oí injccting DNA 

Cm G{l), GJl~, or GJ3, are we,lk or ncgligiblc, CYcn m lhe pre¡,encc 

of G)'I' Of Ihc:.c, G{3~ .lppearo. Ihe mo¡,l ;)ctlve. Our rc\ulb ~tlgí,',esr 
rh,!llhc dllTcrcnl G;l o.LJblyp,;:,,~ tuvc dlfierent t-Oi"IUC\ In vot!,!¡;c. 
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FIgure 2. Conccntration--response rdationsbips for Cacilitation ratio, 
mhihition by !'lE, and le. density. Gf31 DNA concentrdtions ([,132]) are 
plolted on a logurithmic 5C<IJe. Dala were filt.ed to a Hin function, y := 

[(A,-A~)I{1+(!.B2]J[.B21IltiJ + A 2 • with best fitting V'ollues oC lhe mió­
poll1l~. rl32)¡, = 20.0, 156, and 103 ng/¡..J (vcrtk:cl salid fine); Hill coeff}­
cient~.n "" 2.0, 1.2, and 151: low-concentralion llsymptotes,A¡ = 0.94,57, 
and 12.7; and high-concentrJtion asymptotes, Al = 2.4, 1.9, and 1.4 for A, 
B, and e, respectivefy. The horizontal dashed ~ in A ¡nwcates Ihe 
wcilitation r,¡lio Cor control cells (1.1), and the v"tical d:a.skd!me mdi· 
cates a tbeoretical injected G131 DNA conccntr.ltion (7.0 ng/~) that 
would be equivalen! ro Ihis ba~a1 facilitation '.llio. 

dependent inhibition of Ca z
+ channels, with a rank arder oí 

effectiveness: Gf3! = Gf3:. > Gf3:; » Gf34 = Gf3J. 

Characterization 01 the weakly active G/3 subtypes 
We wanted to explore more íu!ly the reasaos íor the weak effects 
oí G~, [34' and f3~ DNA injections. Did the plasmids íail to 
induce prope:r synthesis of the corresponding proteios? Were the 
proteins really inactive 00 Ca2~ channels? Because convenieot 
aotibodies for verifyiog expression of speofic Gj3 sllbllnits in 

Garcla el aL ~ G-Prote,n fJ Subunrts Jroh,brt Ca~' Channels 

single injected cel!s are lacking, we chose !ess direct approaches. 
We looked wlth increased sensitivity for electrophysío!ogica! ef· 
fects 00 Ca 2+ channels. 

We made two cbanges in the electroph)'siologica! assay. One 
was in the concentraríon oí GFP DNA coinjected into rhe cdls. In 
sorne systems, it has been faund that the ovcrcxpression of GFP 
or other proteins from one plasmid leads to less expressian from 
a second plasmid Thus, the most brighíly fluorescing ce:!!s express 
lower levels of protejn írom the second plasnúd (N. Davidson, 
personal communication). Therefore, we lowered the concentra· 
tion of GFP DNA in the injection salution from 100 to 10 nglJA.l 
in the nat experiments.. A secoDd factor that may have !imited 
our sensitivity to detect occlusion of the NE response is the high 
concentration of NE we had used (10 JLM) in Figures 1,2, and 3. 
This concentration is sufficiently aboye thar needed to have a 
maxima! NE action thar a sma!l shift of the scnsitivity te N E 
could have been obscured. Therefore, wc reduced the NE con· 
centration to 2 JAM, which is submaximaL 

Figure 4, A-D, illustrates Ca 2:;+ rurrents recorded from an 
uniojected neuron and from neuroos injected with Gf3J, G134' and 
Gfo~ DNAs. In uninjected neuroos., 2 J.I..M NE inhibited [he Ca z· 
currear by 41 :!: 4% (SEM; n = 6), compared witb tbe 55% 
inhibition obtained with saturatingNE (10 JLM) (Figs.1-3). There 
were statistically significant changes in at least one oí the exper· 
¡mental parameters for eacb ¡njected neurcn, suggesting expres­
sien of each Gf3 suburut. Facilitation \VaS increased in the neuraos 
injected with Gf3~; ¡he inhibidon by 2 p.M NE was rcduced by 

injection oí GJ34 or G#~. and the calcium current density was 
almost doubled by injection of G~. Furtber evidence that ¡ojee· 
tion oC GJ3;; DNA affects eellu!ar responses is secn in Figure 5, in 
which neuraos were injected with G/31 alone, Gfo:J alone, or a 
mixrure of G[3, and GfJ:, DNAs. As we have seen before, rhe 
íacilitation ratio is strongly inereased by Gf3.t and not inereased by 
Gf3J; however, eoinjection of Gf3J with the Gf3, gives significantly 
less íadUtation than with Gf31 alone, consistent, íor example, with 
competirian between the Gfj subunits fOí formation of active G/3)' 
complexes. These results show that G~ and G/3, DNA injections 
do have specifie eleetrophysiological effects, even jr they do not 
mimic actions of NE on Ca 2 + currents. Therefore, rhese 0[3 
subunits are expressed at functionally sjgnificant leve!s in our 
injccted neuroos. 

GJJ1 and GJ32 interact strongly with the al subunit of 
N-type calcium charmels 
It has beeo demonstrated thar ~.'I oírhe Cf, subunits of c1asses A, 
B, and E (PJQ-, N·, and R·type) calciurn channe1s interact direcdy 
with tm: Gj3¡ SUbUrlll (De Waard et al.. 1997; Zamponi et al.. 
1997) an.d thar this loop may mediate the inhibitory modulation 
by the aetivated O·protein (l1erlitze et al., 1997; Pagc et al., 
1997). Our results presented aboye suggest [hat chis interaction is 
nor the same for aH oí the Gp subunits. We sought to investigate 
the mechanism underlying [he differcnliaJ effects of the fivc 
different G{3 SUbllnit subtypes by testing the possibility that they 
interact with che ehannel with different affinilies. We examined 
che interaetlon oC L¡.1I of 0'10 with the Gf3 subunits using che 
two-hybrid assay, an assay that can detect protein-protcin ioter· 
actions in rivo in yeast (Fields and Song, 1989). 

Plasmids encoding the GBO·L¡.tI hybrid and the various 
GAD·G.B hybrids were introdueed into a yeast repOrter strain in 
which interactions between tWQ hybrid proteios result in tran· 
.s.criptional activation of two reporter genes, lf/S3 and ADE2. 
These two reporter gene products are involved in histidine and 
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Figure 3. Identificalwn ofthe Gf3sublypcs tholt C1use voltage-depcndent modulation of C:l currents. Cdl~ wcre injected wilh DNA for G-protein f3 :lnd 
'1 suburuts, JS mdicated, and currenL~ wcrc recordcd by the double-puL<;e protocolo A-D, Current records for uninjecled control ce1l (A) and neurons 
mjected wilh 100 ng/jJ.1 G¡3" 0132, or Gf35 DNA (B-D). E, Summary dat.l for facilitation rallO:-; numtx:rl above individual ColunvlS represenl Ihe number 
of testeó edb, anó the 5:,me numbcrs apply to F and r.. Ddt¡¡ ploued as me:ln :!: SEM.·p < 0.05; two-t"nled I te:-I versU$ control F, Pereenl of 1<.. 
mrub,led by N E (dunng te:-I puls.e l). G, le. den.~ity dunng le.'>1 pulse 1 in the absenee oC N E. 

adcnine synthcsis, respective!y, aod their aetJvation aJlows Ihe 
yeast eclls ro grow on mediurn lacking histidine and adenine. As 
sbown in Figure 6A, coc~presslOn of1.,.1I with G¡3] or G¡32 rcsults 
in robust growth oC the yeast eclls on the sdectioo medium, 
whercas with G13", the edls grow al a mueh :.Iower rate. In the 
case of Ofl) and G¡34' 00 transformcd yeast ce\ls were able to 
grow In the abscnce oí histidlOC ::md adeoine. The same rcsults 
were obt31ncd in five cxperimcnts. Beeause transcription signals 
rcsulting from (he proteio-protein intcractions in the two-hybrid 
3ssay geocrally Cúrrclate wi¡h the ·:.Jjnding affinity obscrvcd from 
In v/fro c~periments (L] and F]clds, 1993; Yan el al., 1996), our 
data :,uggest ttl3t the arder of affinilY for Lj.!l of a JD is G¡31 = 0132 
> G13~ » G~), G¡3.¡. 

To cxdude the possibility ¡hat the tightcr btnding bctween 
G.Bl' G{3., 3nd LI.Ll is attribulable to their more efficicnt recruj¡o 
me:nt of cndogenous ycaSl G)' subunits, we also performed the 
aSS3y in ¡he presenee of overexpres.scd roH Gy) subunit. The 
re;')ullS obtained were ¡hc S;lrnc (d:lta nct shown), suggcsting that 
Gy suhuruls :He nor a de!enrunant uf ¡he inlcrucllOn octwccn GfJ 
and L1.1l in our assay. lIenec, aCtivatlOn of ¡he JI/53 anu ADE2 
gencs ]n lhe a .. ':,,s:ly might be ¡he result oí dtrcet in[crae¡ions 
octween Gfj" GtJ~, :md GJ3~ Wl!h [he calcium c]¡,llInd 1.1_11 l<x)p 
reglOn. 

BcclU!:.e an app..Jrenl d]fferentd aflini¡y oC G¡3 $ub¡ypcs for 
L1•1l of (Tlll obscrvcd in the two-hybrid cxpcrtments could abo be 
"ttnbUlah1c 10 d.i[ferences of lhcir prolcin lcvcl in Ihe yCJst ce1l, 
we cx.,llT:incu Ihe!r c~prc&"-lOn by !rIllIl\.l!)oblotting. Th]s rnethoo 

measures the kvcJ oC e~prcsscd protein but docs not test correa 
fold]ng or association with Gysuburuts. Imrnunoblots of che yeast 
cell ¡pIes Wilh anti-GAD antibody showed these GAD-hybnd 
proleios are expressed at similar levels (Fig. 5B, lantes 1-5). 
Densitometrie scanning and normaüzation to the amounC oí total 
eellular protejn in eaeh extrael showed that exprcssion of G~, 
G¡3.¡, and G¡3~ was higher than exprcss]on oC Gf3¡ and Gf32' A 
sceond e~perimcnt gave Ihe same reS1J.II. Thcsc rcsults $Upport 
our conc1usion thal, in ¡he yeast rwo-hybrid assay, G¡3, and G~ 
are more e[ective bccaU5C they blnd with higher .lllinJty 10 LI_11 

DISCUSSION 
Our dectrophYSIO!ogieal and protdn-protein intcraetion apen­
ments give concordan! results for the {3 subunits oC G-proteios_ 
AlI G¡3 suburuts are oot cquaL Mirnicry aOO occlusion oC 
membranc-delimitcd voltage--dependent inhibitíon of N·lYPC 
Ca 2+ eurrents and interaetion w]¡h ¡he 1.,_11 loopof Cl'm (N-¡ype) 

eakium channcls folJow lhe sequcnce Gf3J = G¡32 > Gf3s» G~, 
GfJ4' Thc agrccmcnc of :hc two approachcs adch: WC¡v]! !o ¡tu.­
proposal ¡ha! ¡he funclional target of voltage-depenúcnt 0/3 
iOlemetion ineludes lhe L1.1lloop (De W:¡;ud el al., 1997, lIerlltzc 
el al., 1997, Page el ;\1., 1997; Zampeni el al, 1997). The actlvlty 
of ovcrexprc-"-<,cd GOl and Gfh has been documcntcd Ix:fare In 
SeG eclIs (Hcrl]!zc el al., 1996; I\.:Clb, 19%; Delmas et JI., 1998) 
Unlike our rc~lts (Flg J), however, Ikcda (1996) :lod Dcln13.'\ el 
:\1. (1998), who :,(w.licd only G{J¡, fouml ¡h:!! a G'f SUbUB1( lud to 
De rocxptc~cJ witb GjJl !O hJYC ;ln c[cct ún calciurn eh.moch. 
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FIgure 4. TIu-ee weakly active G~ subtypes. A-D, Current recards fOt uninjected control cell (A) aOO neurons injec1ed with 100 ng/;J G~. G¡;~, Ot 
GIls DNA (B-D). To accenluate possible weak actions by G~. 013 •• and G$s. !he concentr.lticn ofthe reporter plasmid (pEGFP-Nt) W".iS decreased 
tenIold ta 10 ng/¡.J. aod N E was decreased to 2 p.M. E-G, Summ.ary data for {acilitation r<ltio, inhiOition by NE, aOO current density in these cells.. Note 
lba! ¡he axes hllve beeo cxp.1nded to r~e:ll smaller differences. 

Wc do not know any rcasan for trus clcar differencc from Out 

work. They tested on1y G1'2. and we tested only Oy)_ If Gf31 
dimers are needed for mimiddng action oí NE, the Gf3 suburuts 
mus! have combined with endogenous Gy subunits when we did 
not injeet Gy DNA. The endogenous complement of Gy subunits 
is not known for seo neurons. 

Altbough che vectors for Of3.J anó Gt3~ did not mirnic voltage­
dependent Ca 2~ current inhibition by NE, tbey did alter eleccro­
physiological properties of the cells. Thus, rhey were expressed. 
Unexpectedly, expression oí 0/3:; led to a oear doubling of che 
Ca 2+ current density (Fig. 4). Because che percent oC inhibition 
by NE was unchanged in [bese cells, che increasc:d c:urrent densiry 
~s primarily caused by an inctease in N-type Ca 2+ current. 00 

che ocher hand, cxpression of Gt3~ lec! [o a reduc:tion in modula­
cion by NE, without an increase io facilitatioo or a decrease in 
curreot deosity. These effects of Gi3J and G[3, might have been 
caused by internctions with signaling systems in the ceU [hat alter 
gene expression or acr in orher ways on che channe1. They could 
also represent direct interactions oC GI3J and Gf3~ with parts of 
the channel mar do not have che binding specificiey we faund for 
che !...¡_II loop.]r is nor likeIy that G~ or G¡3, failed to pair with 
coinjected GYJ subunit, because ir has beco found previously Chat 
trus subunit pairs efficientl)' with me GflJ and Gt3, suburuts (Yan 
ee al., 1996)_ Indeed. in comparison wirh G.B:!'Y3' the reporter 
activity in a yeast-two-hybrid assay was 55% for G~'Y3' 72% for 
0f3'Y3' and 83% for G.B~i'3 (Yan et al .. 1996). 

The literature claes not contain much informaeion on specificity 
oí the acrions of G[3 subunits. Frern our results, the strong 

memhrane-delimited voltage-dependent modulation of N-type 
ca1cium channels seeo in many neurons is almost certainJy medi­
ated by GJ3.¡ and/o! G~ subunirs. A similar condusion may be 
dra.wn for the activation of G-protein-coupled inward rectifier K"­
(GIRK) channels. A two-hybrid screen with residues 1-83 of the 
GIRKl channel showed interaction with Gf3J and Gf3.z but not 
with Gft:" GJ3~, or Gfj~ (Yan and Gautam, 1996), suggesting that 
Gf31 and GI>J. may be generally involved in mcmbrane-deJimited 
modulation ofion channels. Functional tests of G~, 0134. or Of3~ 
on GIRK channels have not becn published_ 

Speciñcity has becn investigated in a few orher systems. Kleuss 
et al. (1991, 1992, 1993) used ¡ojectioo of antisense oligooucleo­
cides directed agaiost specific members of the O-proteio hetero­
trimer to study agonist-induced inhibition of L-type calcium 
channels in GH3 cel!s. They established thar GCl"ol/f31h. mediales 
inhibition acting via m~ muscarinic receptors, whereas Ga021 
fJ:J/'Y3 mediares inhibition by somatostatin receptors. The molec­
ular mechanisms oí mese signaling pathways have nor been 
worked out, and ir is possible rhar the very high spedficity lies al 
the levcl oí the receptors rarher than the (unknown) effector(:s). 
This contrasts with work 00 adenylyl cyclase II in the two-hybrid 
system in which al! [3 suburuts interact to some degrce, and the 
rank oroer of interaction was 131 > ~ > ~ = ¡l) > 13. (Yan and 
Gautam, 1996). Inrerestingly, 131 stimulates, whereas J3!- inhibits 
adenylyl cyclase 1I (Bayewitch, 1998)_ Boch interactions were 
srrong in the two-hybrid system. 

Other systems in which O-protcio subrype specificity has been 
examined include inhibition oC adenylyl cydase 1 (no difference 
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FiguFf' 5 Coinjection of G,tI, :lOd Gtl~ DNA,. A-C, Current traa.s (or 
cells were injected with 100 ng/,..l Gf31 (A) or G(3) (B) or wlth 100 og/,..l 
G.BI plus 100 ngljJ-l Gf33 DNAs (C). SJJllC experimenta! eoodltions as in 
Figure 3. D, Me<ln fJCiljt<ltiou r.Jtios {or theu eells .• illdicate:s data 
significantly different fmm collt.roL •• indicates d:J.ta for Gf31 plus Gt3J 
sigruncantly d¡fferen! {rom aJntrol, G(3¡, or Gfh. 

betwccn (31 and f3~; Baycwitch, 1998), activation of MAP kinase 
({31 more cfficient than f3~; Zhang et al., 1996b), activanoo of 
phospholipase: (3~ (no diffcrcncc between #¡ and (3:,; Zhang et al., 
1996b), and bincling to G-protcin receptor kinascs (GRKs) ({31 
and f3~, bUI not 13). bind 10 GRK2, and f3¡. {>Z, and ~ aU bind 10 
GRK3; Daaka, 1997), Thus, in the case of classical G-protein 
dfeclOrs (adenyJyJ cycla.$C, phospholipa~, and ion conducting 
channcls) spccúicity of intcraetions with G-prote¡n f3 subunit 
typcs has previously been Doled only in f3~ compared with f31' 
Howevcr, ¡his is not cntircly surprising ccnsidcring Ihat f3s is a 
uniquc f3 subunit type that is only 53% idcntical to ¡he rest and is 
pnmarily cxprcssed in brain (Wat5on c[ al., 1994). The dillercn­
Ua! activity of {31 and {3~ subunits compared with the /33 and f3~ 
::.uburuts secn here on Cal"t- ehanncls is of ¡nterest, bc.causc ¡hese 
f3 suburut typcs are vcry :;imitar. In facr, {31 and /32 are more 
similar to f34 (-90% klentíty) ¡han (3) to $4 (-80% idcntity) (Yan 
et al" 1996), Thc functional differenccs must, however. be caused 
by structurat ddfercncc(s) betwcen the two pairs of protcins. A 
setn of the scqucnees 10 ¡uentify rcsidues common to Gf31 and {).2' 
hu! (j¡{Icrcnt in fh and {34' yidds sevcn rc~iducs: R19, S31, N35, 
P39, A193, R197, and AJ05, using GJ31 numbertng, Mo::.t of these 
rc:,iducs are neat regions thou~ht to inlcraet wilh Ihc Gy::.ubunit. 
Thc molecular basis for thc functional difIerenec bctwccn f31/f3..;, 
versus. f3JIP~ may not be resr!Ícled to Ihes!! rcsld\les, because f3.J 

and J3~ dlvcrge IDdlvidually \V¡th respcct \0 ¡he e.Jch olher, as wdl 
,\S 131 anu {31 subtypc:> :\l 111.1ny po~iljons in their .lmino aenl 
...:qtJcncc'\. Thí.\. Jivcr~ellee 1\ ,1L--olon::'l:-tCnt wilh lhe ,J¡fIercnli,11 
dln:b uf 01 ("Un1r.He:! .... llh J:lJ un el:' ,h,l1\llcl propC¡¡¡c~ (Fig, 

A 

B 

221 

J Neuroscl, November 15, 1998, fS(Z2j 9163-9170 9159 

2 

G~ 
G~ 
Glls 
GIl4 
G~ 

41! 

vector 

4 

I 
• • 

Figlifr 6. Gp¡ ,!CId CP1 ¡ntcr;tc! slron;;!)' w/lh Ihe (t, :.ubuml uf N-Jypc­
c.Jlcium eh.Jnnek A, Ye,J..~t n:púrtcr str.Jin PJ69-4A wa..\ cotransformcd 
with pIJ~mid.~ cncOOll1g GBD-Lt.1I and the indlC.:ltcd GAD-G.f:\ ~UbunlL\. 
CclIs wcre fir.;t pl.Jted <:lnto synthctie sue!C15e medium SS/-Trp/-Leu lO 
f,Clect co{r.ln~form.Jn15. Thc cotr.Jn.~form:m15 were Ihen rephca_pl.Jted 
onto medjum SSI-Trp/-Lcuj-AdeJ-His tI.) sclect for colonies h<lvlng 
successful GBD-GAD interJc:tions. 8, Expresslon of GAD-G.8 hybrid 
proteins in ye:15t. Yeast lySllle: werc subjected lo SDS-PAGE .Jnd Imrnu­
noblotting, The bicI was probed with .Jnli-GAD rnonockmal antiboJy <lIJd 
hor.:.emdish pcroxid.L<;e-ronjugaleó 10 anti-mo~e IgG. The proleins wcrc 
dctccted by ECL YC,lS! !)':>.lte without GAD hybrid protein.~ was 10.1deó 
in WfIC 6 a..~ il negalive control. Tolal prutein amounts In the 20 ¡.d ¡)'Sale: 
qUJJ'Jlificd by the Br.Jóford :lS,~ay (Bio.RaJ, Herculcs, CA) wen:: 1.94, 1.30, 
0.72,0.30, and 1.70 jJ-í( in w!1I:.f'I-5, rcspccllveJy, Tnlcnsity of indivldu.l1 
GAD-G{.J b,mcls un Ihe immunoblo1 W.J$ dc!crmined by dcn~llometry 
(Molceul.lf Dynamb, Sunnyv:.lle, 0\), normalizcu 10 Ibe prot~ln amollnl 
1Il thelf rc.~peeliv.: lr.-~tcs, ,Inu p!Ol1cu J..\ ,1 p<.t'ccnt of GAD-G¡:n lU ~how 
Ihe rel.J¡ivc kvcb of these hybnd prot.cllls. 

4). A recent rnJjO! study by ForJ el al (1998) ha.\ lookcd for 
n:.siducs In GJ31 Ihat arrect ¡ntcraction wi¡h I1ve diffcrent crrcC(Qr~, 
including N-¡ypc calClum ch,wncl!. cont.:l.lning /lID ~ubunits. Thcy 
IllU!,ltcu 15 rC~lduc~ wilhin the inter:lc¡ion d01l1,un for G{3 "ub­
\lllil~ v,llh Gn :,UhUllll\ ,111d (ounu cl¡;hl th:'\( :lÍkctcd the c:dnuOl 



222 

¡¡170 J. NaurOOCl, Novembef 15. 1995. 18(22) 9153-0170 

channel facilitation. Howcvcr, occause al! of the 15 residucs 
tested are identical among Gf3t, G{3¿, 0133 , and Gf34. these resuJrs 
do Dot help to explain wby rwo oí the subunits are so efficacious 
(lnd two Di them are ineffective on N-type caldum channels. 

As mentioned befare, the Gf3~ subume stands out among Gf3 
suburnt5. Unlike the otbers, it is reponed to couple almost exclu­
sive!y to the Golq subunit in a manne! thar can prevent tbe others 
from bindiog (Fletcner el a1., 1998). In our experiments, injec:tion 
oí the vector encoding Gj3s produced a srnaU bul reliable voltage. 
dependent inhibition oí the Ca 2+ CUIrent and partial occlusion oi 
NE·inóuccd inhibinon (Fig. 4). Using a G.B!I 'antibody (prCNided 
by M. Siman, Caltech) (Watson el al., 1994). we fouad that seo 
neurons express Gl3s (data not shown), as anticipated from its 
ennchment in brain. and there:forc stimu.!ation of Ga .. via ml 

muscarinic or angiotensin Il receptors in seo ceUs should release 
G.Bs subunits.. Togecher, these three results suggeSC Chat the smal! 
but fast compcnent of calcium channel inhibition seen with re­
ceptors linked to Gaq in seo neumns (such as rn l muscarinic 
rcceptors) (Zhou eC aL, 1997) could be attributable to Gf3s' 

The putativc sires of interaction of the G-prorein fi s~buni[ 
with the calcium channe1 have becn controversial (e.g., Dolphin, 
1998). Typica1:y, e::r:periments examining rbis interaction have 
relied on ovcrexprcssion oC appropriately engineered calaum 
channels in cd! lines or Xen.opus oocytes or on the demonstration 
oí prorcin-protein interactions with recombinant proteins in 
'.litro. We have raken a complementary approach with the [WQ.o 

hybrid system, and Out results strongly support tbe hypothesis 
tbar tbe ¡ntemetion oí G~ subunits wilh rhe linker between 
homologous domains 1 and 11 oí the a, subunit determines the 
subunit specificity for voltage-dependent inhibition oí N-type 
ca1cium channds by O-protdn {Jy subunits. Although ir is likely 
that O-protein fj subunits ¡nteraet with olber regions of the 
calcrurn ehannel. Cunher experimentation wilJ be necessary to 
determine whether mese additional interactions contribute to the 
voltage-depeodeot inhibitjon. 
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Abstrae!. The prolefn Kmase e actívator phorbol 12-

myristate 13-acetale (PMA) has been use<! extensively 

In sludies 01 G proteul modulation of Ca2• channels. 
P MA has been shown lo be a powerfuJ tool for inducing 

phosPhorylatlon and lOterrupling G-prolein-medialed 

slgnaling pathways. Here \'le re-examine Ihe effects of 

PMA on whole-cell N-Iype Ca2~-chal1nel currenls In ral 

sympalhebc neurons. We 'ound tll¿¡t, aJong w¡Ih an 
increase In the currenl arnplttude previollsly repor1p-d by 

others, PMA prefreatmenf leads ro alterations in cunenl 

achvahon aM InactivalJoTl kmellcs. These alterallons m 

currenl Idnef.¡cs are voltélge-dependent and are not 

reprod(lced by internal dlalysis Wlth !he G protein 

In/'nbifor GDPpS Alterallons in currenl kinelics by PMA 

may Iherefore mdlcale Ihe eXlstence of a modulaled 

slale. presurnably pho~phorylaled, al N-Iype Caz~ 

channels. We propase lhal Ihe increase jn curren! 

amplitude I~ due pnmarJly lo alterallons 10 currenl 

klnellcs rather Ihan lo removaJ of tomc inhlbltion. 

K.,yw()!d~. Ca eha.,,,el modul .. bon • GDPJlS - G prot~,n • N t}'p" Ca 

eh;mnel. P'otelf) k,n;¡se e (PKC) - Phorbol12-mYlIsbte 13'aeetat& (PMAi 

R~t sympalhel-=: n",uro,\s· Su~c."o' cer."eal ga"S/hon (seo) 

Introduction 

N-typC C<l~' chmmels have long been proposed lo play 

'" cnhc<ll role lO Ca~- enlry 1010 presynapttc nerve 

tcrmll1é1ls !2.:.íi C<lZ- C:llrrf'Il!S c:omll1c:ted by N·lype 

cn.:1nncls IKlVC bccn con~~lstcntly sllOwn lo rncrC:l$C .'JS 

a result of stlmlllatlon of protejn ktnase e (PKC) by 

p/lOrool eslers In sympalheljc neurons l?!. :jE. 3.11 

Furlhermore, PKC activation can disrupt Cal" channel 

inhlbilion by G-pro{eln-coupled receptors [~6, ?!' ~tI, 

and by dlrecl acltvation 01 G proleins by GTP¡S I? 28, 

31]. G-proteln-medlated slgnallng IS presenl ,,) 

sympalhelic neurons even In the absenee of any 

exogenously applied neurolransmitters, produclng a 

lonte inhibition ot CaZo channels I.!8 ?!!.' ;p, ~1] For 

these reasons. il has been suggested thal the PKC­

induced enhancemenl' of basal Ca2" ehannel currenl 

may result from removal of Ihis tonie ínhiblt¡on I,?B. ~!l 
A recen! reparl ha.<; extended th)s mlerprelation lo 

propose Iha! laníe inhlbition removal is the sole effect 

induced by PKC acwahon on N-Iype Ca2• channels l~ 

If thls were true, the effects lndueed by phorbol esters 

should be indlsünguishable trom Ihose indueed by a G 

prolein inhlbitor. Our intenl was lo c!anfy this situalion 

through a detalled analysis 01 !he effects Induced by the 

two Ireatmenls on whole-cell N-type Ca2• channel 

currents recordad in primary cultures of superior 

cervical gangllon (SCG) neurons. Our experimenls 

Iherefore comparecl Ihe effects induced by Ihe PKC 

aetlvator phorbol 12-myristate 13~acetate (PMA) with 

those induced by the non-hydrolysable GDP analogue 

GDP(}S. Our resuJts show fhal !he treatmenls do no! 

produce identical effects. Though !he effecls of GDP[>S 

are comparable to !hose induced by a eonditlomng 

prepulse In conlrol neurons, PMA prelrealment Induces 

vol!age-dependent ehanges in current kinellcs and In 

voltage-dependenl Inacttvation. whlch cannot be 

explalned by Ihe removal 01 !onie IOhiblhon. 

A prellmlnary account of sorne of Ihese results has 

been presenled r,B. 

Materials and methods 

CeJl culture 

SCG neurons were enzymahcally dlssoclated Irom s­
week-old male Wlstar rals, Afier dlssecllon. gangtia 

wcre deshealhed, cul 1010 elghl lo ten small, nearly 

ldentlcal pleces. and transferred lo a modified Hank's 

soJuhon conlammg 20 Unn) papa," Alter 20 mm al 

31"C. pap;'¡lfl sotuhan was replaced w¡th ;.¡ solullon 

conl,wltng 1 mg/ml cOllagenase Iype I and 10 mo/ml 

dlspase. Gaogha were lncubaled far 40 mm In Ih\5 

soluhon and mechanfcaJJy tri!ur<Jlcd every 20 mln Thc 

preparat\on was then centnfugcd and resuspcndcd 

tv.'lce In 

Dulbccco's 

lClbav¡tz's L-15 me<llllrn <lod once 10 

modificó Eagle's mcdlum. bolh 
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supplemented wlth 10% (vlV) heat-inactJva!ed fetal 

bovme s-erum and 1% penlc\!\m-s!Jeptomyon. Neurons 

were then plated on polystyrene cullure dishes coated 

Wlt'n pOly-L -\ysme and s\ored m a humICiified 

atmosphere contaming 5% C02 In alr al 3rC. Neurons 

were studied between 8 and 18 h afier plating. All 

recordmgs were obtained al room temperature (19-
22"C). 

Solutions 

Neurons were constanl!y perfused d~Jring recordrn9 (1-

2 ml/min) with a so[ution designed lo ¡solale 8a2" 

currents f10wing through N-type Ca2~ channe1s. The N­

Iype Caz.. channel curren! was defined as fue 

componen! of !he curren! sensitlve to 100 11M Cd2-> jn 

the presence 01 5!JM njfedipine W. 8ath solutions 
contained (ll". mM): 1625 TEA-el. 2 BaClz• 10 HE:PES, 

8 glucose. 1 MgCh, 0.0001 TTX ane! 0.005 njfedipme, 

and were adjusted \e pH 7.4 wlth TEA-OH. For most 

recordings. intemal solutions contained (in mM): 140 

CsCl, 10 HEPES. 11 EGTA, 1 CaCh. 5 MgCh, 4 

N~TP. 0.3 Na:zGTP and 0.1 leupeptin, aM were 

adjusted te pH 7.4 wilh CsOH. Where nOled, 0.3 mM 

NalGTP was replaced with 2 mM LbGDPt3S or with 

0.3 mM Li.GTPyS. In sn sttempt ro minlmize run·down 

In the experiments reported in Fig.~, the ATP and Mg2· 

concentraÍlons in the intemal solution Were raísed each 

te 10 mM. and the Ba:2* coocentration In !he ba!h 

solution was raised to 5 mM. A11 recordings were 

started no less than 5 min afier memorane ruptura and 

access lo w!101e--cell patch-clamp recording. Nifedlpine-­

containing external solution was preparelj dally fmm 

25 mM absolute ethanol stock soIutJon, and protec!ed 

trom IIght whenever posSJble for taxin app1ication, (1)­

conotoxIn GV!A (b)-CgTx GVIA) was s!ored as a 1 mM 

stock solution in distiIJed water. and diluted to 10}JM in 

the external recording solulion irnmediately prior lo use. 
1I was appJied by pressure inJection tram a large bore 

pipette (tip diameter approximately 3·5 !Jm) !ocated 20-

50 J.lnl from the neuron under study 

Preincubation with PMA 

Solutions containíog PMA were made daily from stock 

solution contall1lng 1.6 mM PMA JO DMSO and 

dlssotved in Ringer's soluUon \'0 a final concentration ot 

500 nM P MA and 0.03% (vlv) DMSO. Neurons were 

incubated in the ?MA-contalmng solution dunng 7 min 

al 37°C jusI prior lo recordíng. This pretreatment 

procedure alloWed us to excJude PMA and DMSQ trom 

!he recordlng soJu!lon. thus minim!zing ¡he possibility of 

direc! Or non·speclfic effects ¡~. Add¡tional controls for 

PMA-specrfic acUons were conduc!ed by replaong PMA 

with 4-u-phorbol. or by Incubatlng Ihe neurans for 

m mio Wlth the protem kinase inhlbi!or staurasporine 

(500 nM. dlSSOIYed in DMSO) and then for 7 min wilh 
both 500 nM staurosportne and 500 nM PMA AII PMA­

related effects reported here were observed in the vasl 

majority of cells tested ('>80%. rr::40), and el/en afier 

relatively long periods (up lo 1 h) after incubation. The 

preincubation WI!h PMA ensured conslStent results. 

judged by the facl tha! N·type Ca2'*·channe! currents In 

PMA·pretrea!ed neurcns behaved wilh conslstenl and 

cJearty distinct current klnetics (see beIOW). 

pMA and 4-a.·phorbol were obtained from Calbiochern 

(La Jo/la, Calrf .• USA). w·CgTx GVIA fram Alomone 

LabS (Jerusatem. Israel) and aIJ other chemicals trorn 

Sigma (Se Louis, Mo .• USA), 

Current measurements and analysis 

Membrane currents were measured in the who/e-cell 

conflQuratlon o~ the patctrclamp technique {!!lLJsing a 

List EPC-7 patctH:tamp amplifier and Sylgard 184 (Dow 

Corning) coated pipenes oí borOSilicate gla5S W\th 

resistance of 0,8·1.5 Mn when fiUed wilh the standard 

intracellular solulion. Current recorcflngs were mtered al 

3 to 10 kHz (3-paJe Bessel filler) and digitized using a 

12·oit AJD T ecmar Lab Master board (maximum 

digitizaHon rate 125 kHz~ steady-state currents were 

sampled at 10 kHz and taíl c:urrenlS al 50 kHz using a 

~sp[it--cloc¡(' protocol. Lower sampling frequencies were 

used during 500-ms prepulses (10kHz far the tirst and 

last 10 ms. and 1 k.Hz otherWise), Capacity transients 

were compenS<3ted using !he EPC-7 cancellation 

circuitry, and series reststance (1.8±0.45 MQ, 

mean±SD) was compensated lo >70%. Voltage 

protocols were generated and data were digiliZ.ed and 

recorded using BASIC FASTLAB (lndec Systems. 

Capitola, Garif .. USA) 

Care was taken to selec! spherical cells of sma!! 

diameler with no evident processes. CeJ/ capacitance 

was 54.4±17,6 pF (mean 1SD). Currenl-voltage 

reJationships and current traces were not correcled for 

linear leakage. currenL Periods of 200·300 l1s al the 

ooset and of 100·200 ¡.JS al !he end of !he command 

step were removed trom all CUlTent record. .. to eliminate 

spurious points due to Incomplete c-..apacltive 

compensation COnflnlJOUS l¡nes in currenl traces jn fue 

figures correspond to !he zero-currenl level Because 

the magnilude of tIle Ca2'* channel curren! was 

dependen! on cell size, curren! data are presentad as a 

currenl density normaliZad lo ceJl capacitance. Where 

appropriate. dat3 are expressed as mean ±SEM. 
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Results 

Effects 01 PMA and GDP0S on voltage 
dependence and the time course of 
activatlon of N-type Ca2

+ -channel currents 

As expecled 1rol11 lome inhlbition telief I~, interna! 

dialysatlon with GDP~S enhances whole-cen 8a2• 

currents The effects of GOPf1.S ¡¡re comparable lo 

thost:' mdllced by a cond¡lJOmng prepulse In control 

eondltions (Ior reVlew see l1Z1). 80th procedures result 

lr1 ao enhancemenl of the current that ¡S more 

pronounCed for negatlve test potentials (Flg.1A. B) 

(han for positive po(enlia(s (Flg le, D) around fhe J. V 

maxlmum (Flg.l E). Curren! enhancement at negative 

lest potenllals 15 no! accompanied by any significan! 

change ¡n actMl:tJOn kmetícs (Frg. 1 F). 
¡. ~,,'·./()"'·I '7 -
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flg lA·G E~ects d p!¡orbol \~.myll!;l;')te i3·;')cet;')·", (PMA) ~nd!he G 

pro'o;,,,, ,rh'b<)O' GD!'))::> O" Ihe rJ>J,,'~1 Yoj¡"~e ,eJ:.)¡onshJp ;)!l0 <:"""rl 

~CI<"";)M" "~et,c~ oj w~ole cell ::;;)" ch:wnel cut'ents A·D S"num 

CVf/Cll(S (J,,,,,) evó"d lJy sle¡;w,se d"'POI;w~;<!,on$ (Q M .. WlIt"g,,~ rnd"-,,t~d 

In e:)ch gl;')plJ : VI') u"It'IQ Ihe vOIt.1ge C:;¡!"I'lP PIOtocol Ir: C; Suptl'nmposed 

t.. " ... ~rs c~p"'~""1 In" ~v('"'''g'' l., Ir .. ", conl,ol (n~j61. GDPf¡S,o'<~\y~co' 

\~ 1,), ~"C! PMA ¡:rehe':'leCl N'lJlO"" ("",7) ~~me C.:.I'b,at,cn bJ's lor A· 

O VOIIJg,,·~I.,mp ~r('tO<'C)1 I,C) co,,~,~tC<l 01 tw<) ,d/'"nJ<,,~1 1 ().m", le'Ot p\,lsc'J 
:1'1 P?¡ Wllh $tc~-w'se ,,\cre~s"\q ¡je¡:oo'J"~Jhons followco' by <1 10 m~ 

oart,,,1 rcp()I.",~.,I,on f-I .",eI "2 we'~ f.ep"''''ed by 1 ~ ... ,,0' í-2 w,,~ 

rre<:eÓNJ (15'T)~\ by J 5:) m~. ~o"dJt<on<n'J p'epul~" E Ay",,,O" ~u"enl' 

yclt"ge leI.1t<O<)',h,p ror ,",lmr new'c,,~ '" A,O d~",,~ PI, j \ rlM~'ty 

ddc"""'t'<! .'~ In" ,"W'>" ,,,,,ent V~I,JC 01 'eco,u("d po,,>I~ ~"tw<rCf) J ,,,,d 

.j m::;. all"r th~ O"'.~t el 11\" le' t p"I'.~ F T, ..... ~ ~O~".I~"t (l.,.) 01 " ·.,n:1Ie 

""ponrnl<,11 1<1I~<1 jo 'h~ ~cl<y~t,c_n ,nh~,.e or Ihe cU"l'nl ,n,b,,11"{l "1'I .. ,lh~ 

1I"n',<~"t oo·.,i.Vf·I'C.~q ,·u"~,,, r.,d <1,,~.<v~cI \,,,,k lo l>,,·el.,,~ :~CO 300 w 
.,¡f)~, !h~ O~"'l ni 11'>,' 1,' t .. ,,)0."1 

Slmllarly to effpc!s oí prcpulSCS or GDPf\S. bncf 

prelncubalions wltl1 PMA resull In <J vol!age-dependcnt 

Iflcrease J{l currenl denslly Curren! amplllude dunng 

weak depolanzatlons (Flg ~A. B) ¡ncreases more than 

currenl durtng larger depolanZa!lons (Flg . .le. O) 

However, !vio dJfferences. stand oul. Flrst, PMA recrUlts 

more curren! lhan do preplllses Oí GDPI~S (Flg.! E) 

Second. unlike (he case w¡lh prepulses or GDP¡3S. 

PMA-induced enhancement IS accompanied by marked 

changes in current kine!\cs. Speclfícal1y, following PMA 

pretreatrnent, current activates more rapldly al negativa 

test pulses and shows 3rt enhanced step-current 

Inacuvatlon (Fig.1A-D). 'fhese observat¡ons are related 

as can be seen in Flg. lE The ¡... V reJationshlp ín !hIS 

figure íneludes curren! amplitudes recorded near lhe 

onse! of Ihe test pulses (average of recorded potnts 

between 3·4 ms after the onsef 01 the !es! pulse), and 

therefore reflt:cts earl)' dlfferences In curren! amplitude 

Flgs. lA-D shOw Iha! the diflerences In curren! 

amplitucle are bme dependen! and much !ess 

pronounced il the amplltude measurement IS made 

near the end of the 10-ms depolarlzatlon. The marked 

changes IOduced by PMA are Iherefore related 10 

alterahons In curren! ktnelics. 

The time course of !he ris1I1g phase ot the current 

rccordlngs could be descríbed by an exponential wllh a 

single time constant (toel) The tK¡ versus vo1tage 

retationship Í-'i bell-Shaped {!j. reach¡ng a maximum 
near ·20 mV and decreasing a! bo\h mOfe negatlve and 

more posltlve po!entlals. Sim¡larly lo Ikeda L01. we 

found !ha! prepulses slgnlf¡canUy reduce • ...,/ .<Jr 

potentials more positive than those clicltlng maximal 

tnward currenl élnd do no! have any effect a\ more 

negalJve potenhals (dala nOI shown). A sllT1l1ar effecl lS 

seen upon trealmen! by GOP¡1S (barely vIsible In 

Flg _lF) In contras!, toe, IS slgnlficantly reduced 

(AO 05) In a -30 lo +5 rnV voltage range by PMA 

(Flg.1F). wlth él :026% reducllon In maxllTlal value far 

1 .. t (al -20 mV). Also nole (ha! S!cp·current m3cbvaflOn 

l~ lrlcreased d\!flng !he 10-ms depolanzations in 

Flgs lA-D Thl$ effecl IS even !llore eVldenl dl,mng 

Jonger depoJa(¡zmg steps (500 ms; FIg~) Slgmfican! 

t:h<.lnges In curren! klnetlcs are ¡herejore secn aflel 

PMA b\¡l nOl followlng GDP~S 

In cOn/rasl lo Ihe con/ro). prcpuJses fal}cd fa faClJ¡lale 

:'.Iep curren!s In p.1!hor PMA-prctrealelj or GDP¡lS­

dlillysed ncurons Thl$ observ311on SI1\)g8$1$ lh;¡! lonle 

mhlo!l!on r('mova! miO))1 be a lealurc common lo bolh 

!rc,)hncnls l~ The cflec! 01 volt;1!Jc·dcpendcnl. G­

protclli-ll1cdi<ltcd Inhlbltion on s!c3dy-SI8Ic ilctlvillion 

CUNes 1133 becn cxtcnslvcJy docurncnlcd []. 15] Wc 

lhNdorc sC~lrched lar evidence 01 rcmov;¡t 01 tOl'llC 

1l\l1lbl\ion by ;ll1;-Jly~,llla 1;\11 c\Jrrenls rccor(!cd ;-J( ;1 

p<1:"ntl.ll 01 -,lO mV tOIlOWlll(l lile Icrmll\;'ll¡on 01 1 O'Ill~; 
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les! pulses lo varJOus poten!laIs (Flg !,G) TIle 

relallonshlp bet.veen averaged lal! curren! amplitudes 

and lhe test pulse poten\ials ior the neUíOns oí Fig. ~ 

are 1l1ustrated In Flg. ?A-C. Consisten! Wlth lkeda [~, 

lcnte mhlbltion In the control restllls in asymmelrlcaJ 

activaban curves arcund Ihe po¡nt o~ ha\f-maxlmal 

activarían (Flg. ?.A. clasee! CITCJes). Therefore. activation 

curves are represented as the suro of mo Bollzmann 

functlons (smooth curves Show fits)' 

where K..l.1 15 !al! curren! densi!y as a function oF test 

pulse potenhaJ V For each componen!,/, t{, aod k are 

lhe amplittJde, haif-actlvation voltage aod s\ope 'iactor, 

respecl!vely (see Table !). In the model proposed by 

Sean [~, the ¡""ver (firsl) and higher (second) volt8ge 

Boltzmann components correspond \0 poo\s 01 

unmodulated and G~protein-mhlblted channeJs, 

respective!y. Corresponding!y, fonie ¡nhibition rellef by 

prep\J15es (Flg ~A: open ClfCles) Dr GD?~S (Fig. ~B) 

results In more symmetriea! activalion CUNes IJg, 
consisten! Witt1 the activatlOn of a more homogeneous 

population of mosUy unmodulated chaMels. In ~act. 

follow¡ng prepulses. the taíl curren! activaUon curve with 

GOP¡JS was nearly symme!rical and was therefore fit lo 

a single 80ltzmann functian (Fig. ~B: apen squares). 

The mean values denved from double BoJlZmann fits lo 

average lall currenl activa/ion curves are summarized 

JO Table 1 Jn control condllions, the fractionaJ amplifude 

of the first componen! 15 -:.::76% suggesling !ha! ,..24% of 

maximaJ Ca2• channel currenl ]s under loojc inhlbJllOfl. 

Prepulses affec! the rela~ve amplitudes of bofh 

Boltzmann components. bu! no! slope ;;lnd midpoínt 

parameters, after prepulse. the fractional ampntude of 

the first componenl is Jncreased fo >92%. Jn the 

presence ot GOP{lS, fon¡c inhibilion IS reduced to less 

than 15"Jc, cmd prepulses almos\ ellm\nate fue second 

componen! Fro!11 data In Table ~ we calcuJated the 

Boltzmann componen! for each voltage. The plo! of 

lower 2Ind higher Boltz.mann compor.ents (FIg. ~D) 

shows Ihal the increase in firsl componen! amplilude 

CGlused by GDPj1S ís assocrated with a decrease in the 

second camponenl. A sImilar scenaria can explaln the 

etfecls of prepulses (data no! shovm) The enhanced 

curren! ampIi!ude al a mld-Ievel depoJanzing test pulse 

aíter GOP~1S (Flgs ! E. ~B) or p(epulses (F'ig. ~A) can 

therefore be accounled for by changes in !he fractionaJ 

curren! amphtude of the two vollage·801tzmann 

components U_51 
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Fíg. lA-E: Effects of PMAand GOP¡::s on tal) cunent'volUlge re.atlonshJ? 

orCa)' chaonel cur.enl'S". A·C Averag," ta,1 Cl"'enl·VQltage 'elaj¡onsh,~ fo' 

tfl .. same neurons 01 F'g , T.I:II'¡". o:Ien'S"lty was me3<>u¡ed as !he 3\1'1.'ra9" 

.¡.. densl'Y OV$r a l00-lJS pMod stal'tll"g 400 ¡J!I al'!er partial repolam~"toor 
10 -40 mlJ Smoofh. conf¡nuous Wrve5 represen! tIlE! bes! fít 1o:he sum 01 

two Bol:lrnann functlons D. f Sep<ilrate plol. 01 the s,ngle Bo:tzmann 

COr'!'lponents f/om doublee 5olt:"manl'l fits for the PI test puL<oe (;:ar.3rnetel'S 

,~T-abte t} 

Table 1. PaTametel$ denved from double Bolt<:mann fm; 10 t;.11 '¡' .. V01':a!>l8 

We expected lo find similar effects on tonie inhibltion 

after PMA. SurpnsingJy, even Ihough we flnd tha! tail 

current densities al mosl potentiaJs are largar 10 PMA· 

pretrealed neurons (Fig. ~C), tail curren! activation 

cUNes in Ihese cells proved to be as asymmetnca! 

around Ihe poln! of haJf-maXlmaJ activation as !hose 

from the control. OoubJe BoJtzmann fits show !ha! !he 

half.actJvatJon vollage zmc:l slope tactor oí each 

componen! are no! substan!ially differenl frorn Ihe 

control (Table 1). The maJO effec! can be BSCribed lo a 
mar\<ed enha;cemenl In the amplitude 01 the tirs! 

component The amplz!ude of !he second componen! IS 

unexpectedly similar to Iha! in control condillons 

(Fig. 2E). Th\IS, even \hough the enhancemenl In the 

firsl componen! ls similar lo !ha! seen after prepuJses In 

GDppS-dia!ysed neurons, JI is noteworthy tha! !he 

relativa amplitude oí each component (appmxnnately 

78 and 22%, respectivety) ¡s not sJgníficanuy altered 

wlth rp.spec! lo the control Jn consequence. me P MA· 

índuced lncrease in Caz~ channel curren! ampll!u(1e 



carono! be 3ccounted for by changes In thp relatlve 

amplllude 01 edcll Bollzrnann componen\. as m lile 

case al preplllses and GDP()S 

Elfec!s of PMA in GDP¡IS-<iialysed eells 

The presence of a promment secOnd voltage 

BoJtzmann componenl of actJvalJon curves from PMA· 

pretreated neurons may suggest tha! tonie Inhlbltion 

could stlll be presen! In such condltlons, If th¡s were 

true, bolh the Increase In curren! ampltl\lde and lhe 

alteratlons in curren! klnellcs mduced by PMA should 

be unrelated lo removal of such tonie ínhlbltlon, In 

consequence, PMA should sUIl induce both effecls 

under conditlons where ¡onjc Inhlbitlon was prevlously 

removed by GDP0S dlalysls Figure ~ shows that in !he 

absence 01 any appreclable prepulse-mduced 

faci!llallon, Ihe external appllcaUon of PMA fer 2 mio 

enh<'Jnces peak Caz, ehannel curren! amplllude and 

changes lIs klnehcs Ollfmg PMA appllcalion current 

amplllude Increases rapldly, reaching a =<;14% plateau 

of cummt enhaneement afler approxlmately 1 min 

(Fig.3A) Thls IS nol lhe only effect mduced by PMA 

Slep-current Inadivalion durmg 50-ms depolanzations 

1$ mcreased from about 20% lo more Ihan 34% 

(Fig 38), and prepulses cause a mélrked decrease In 

curren! ampl!tude (FIg ~A) ]nterestingly, these effecls 

not only perSI~1 é1fter terminatmg PMA app1icatJOn. bul 

they become even more pronlment upon returfllng lo 

normal externa! soluhon (Flg, ;?E) Curren! amphtude 

enhancement further 1I1cre<lses by ",s% 10 reach a 

",25% enhancernenl Wlth respee! lo curren! amplitude 

befare PMA (Flg. ~A). aM slep-curren\ m8cI.Jvatl01l 

mcreases lo >40% (Flg ~8) Evcn more stnking 1$ Ihe 

foc! lha! perceptible changes 111 l)oe actlvatlon tune 

constant (,~ct) were no! S!8tJstJC8[ly slgnlflcant unll] PMA 

pcrfuslon ccased (F'IO 3C) During perfuslon '''''' 15 

rc:duced 1rom 1 R2:tO 38 111$ lo 174.1035 ms (P>O 05) 

whcrcas alter pcrfuslon ceases 1I reduces lo 

1 28íO 25 ms (p..;O 001) These obseNallons sugges! 

Itl(]f p/lorbol es!ers rnay lliNe rlon-Srecrfie acllons on 

C<l~' chzlI1l1els 1i:,1J even whcn they are presC'n! <JI low 

c::oncentra\lons (500 nM) In Ihe rccen11ng solullon Thls 

€ffcc\ was no! fur!her Inveshgaled bu! II supporls lhe 

convcnrcnce of uSlng prclncuba(ion proccdures Flrwlly, 

il should be noted 1h3! \he lait currenl achvallon CUNe 

obl.3lncd n! U1(:: cM 01 lI1C expenment (Flg ~F) 1$ IntJch 

Inore symme\lIcill !tl.3n tll;)\ rccordcd Irom PMA­

prctrwlcd nCtJrolls (Flg ?C) OotJblc [Joilzm.:.mn ti/s 

sl1QW 111(11 11(1[1 <Jctlv(1110n voll<1()C (·177 mV (1mi 

12.1 fIlV. lor \-1" ~lI1d 11,,:, rQ~;pectlvdy) ¡¡nd ~~[Orc f;letor 

(.J 5 and 123 mV. for A. dlld h re:spccllV('ly) or c.lCh 

COrll[)[)!W!lJ ;:Ift' 1Ir)! ~>IJt):,1-lIlruJlr ¡)1J!CrL'Il) IIOnl lho"c 

"CCn 111 PJ\.:A·prclrCclkd 111;\1:'011" (T;¡ble lJ Howcvr:r, 

tlle 11;¡('~:()11:¡I ,llllpil:UÓ' o: li1l' '.'~C()I',() 80[1,:111,11111 

componen! 1$ reduced lo [ess lhan 10% (F¡g ~F) Thls 

IS 50% [ower Ihan lile Ir<.lcllonal ampllludQ ef Ihe 

second cornponent In PMA-píelreated neurons 

{Flg 2E), This obseNatlon suggests tha! GDP~)S 

effeehve!y removed tonlc lnhlbltlon before PMA was 

applled 
o 

• 
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Fig. lA-F Ef:'ects of PMA on Ca" cnallnel currenls In GOP)\S dlalys<">d 

cells A T,me course of Ihe ~c~en 01 PMA on peak Ca:' ch~nnel cllrn"nt 

r1!<:'orded ,n GDPIlS-d,alysed IlI!<.IfOnS (fF6). Cllrrenlwa~ oboted uS'lllllne 

\/01t3ge'clamp prole",c! 111 O dellve¡e-d ~ry Z()" Toe vottage ela",p 

p'otcx:ol (D)was s,mll"r to ¡ha! In F,g. IG. exceotmg tl1at P1 ""d P~wcre 

each 50 m$ WItl1 step·w,se depolanz:abons to O mV PMA (500 11M) wa$ 

d'ssolved 'n BXlernal solul,OO and duectly .,pplled te !he I1eurcns under 

S!uÓ)I whe¡~ Ind,c,Jled by (he so/ld bar T O cOlree! for rund""'" pe3~ 

cU'lenl me,Jsu¡ement~ l"'medl3tely bolo'e apphcat'OI1 01 PMA _ra rrtted 

W'th a hne'" lunct'en willCll was usll'd te caTculate values 01 pea~ curren! 

al !he '¡¡mo of tilo aclual curren! recorded In tho pre&el'lCtI cf PMA PeaK 

curren! amphtude w<>s norm¡¡,l!zed to Iho cOl'trol belore PMA appllc¡¡tlon, B 

FractJon of Ihe Il',t,nl peak current ¡hal retnallls ¡¡,\ the end of ¡he 50-ms 

le~t pulses e T,me cCf1stant (t.,. ) 01 !he ac!,v¡¡,t,on pha~e 01 ¡he curlo-nt 

d ... tcrrl'lIned ¡¡,s trI F'9 IF E Supo"m¡x;,s .. d J,. trnCe5 'epresent Ihe 

~vern:;;<'I ". ¡ecorded:¡t ltm,,~ m~¡~ed ,n A F Avel<lQe t¡¡,,1 CU'''.lot \/ollage 

",';¡t'onSh,p JO( In .. ~~",e ne"'OM ¡n A·e record"d at th" ~nd 01 (he 

experrment VOII;>.ge-CJ;¡mp plO:ocol w:¡s ,dc01JCOII lo In;¡.¡ In "9 te: 
el<ceptlng lh¡¡,(;¡ s,ngle pulse (Pl)w:¡~ us~ O~tJ we'~ "Olltllll,ze<:: \O In", 

CUlfen! ~mpll!\Jde obt~,ned .. r:e' :. stop p"lse lo SO f'IlV Smoolh 

conlmuous curveJ 'cp'esclI! Ihe bes! r,( ~o \h .. ~unl 01 two Bolttm¡¡,n" 

tu"ct,o,,~ Addod CU"" .. s 'cpr .. ~ent Ihe -;ep'r~l(l plo! 01 lll .. ""'gle 

8ol~I'1~"" COnlpOn .. "ts I'om Ih .. doubl<t 8o¡~m:",,, lit 

PMA prctreatment enhanccs inactivation of 
N-type Ca2

+ channel current 

Jt Ms bcen dernonstratcd \)oat prepulses or GOpr¡S G;Jn 

cnhance slep-cUrrent inactiVallon U.5, ~ Howcvcr, 

our bncl lest pulse reGorels Irom FI() lA· O <Jnd FI(), ~E 

Illdlcnte ;)n cvcn more Dnh¡lnccd ~tcp-Gl!rren! 

II1:'1C!lv;:¡!lon lollowlno PMA lh;)! rl1l()hl be rcsponslblc lor 

t!)C tn:lrkcu dccre¡¡sc In slcp :lt'llJ IilIJ cUlfDnl <lmplitude 

cnused by prcpulses, Tl1crcforc, we: oeClded lo 

IIWQS1Ig,::ilc the ctfccl~ 01 GDPIIS ami PMA on volt:lOt'­

dc'pendent IIl:\CtlVi'l!¡()f) The cxpcmncnb ül F10,1 

f'1l1"loy ;1 V,1[1.1tIOrl on lile lhrc(:·plIl:,(' r1o)ocOI tI~~{'d lJy 
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Cox and Dunlap [151 lo rneasur~ Ihe Inactlvatlon 01 N· 

type Ca:· curren! In chlck sensory neurons The voltage 

prolocol ¡Flg ~F) conslsled of Me 1D-ms lest pulses to 

O rnV grven before and after a 500-ms condltioning 

pulse The amplltude al !he current during !he las! test 

pulse (P3) IS usad as an ¡nd¡ca!or of !he ex1ent of 

macuvat\on produced by !.he conditionlng pulse (P2). 

., .-

Flg. dA-F Ef'&etsofPMA¡¡nd GDP[>S en i>teaoy-state macwatQ¡¡:;{Ca-" 

.=hannel cu"renls. A-e S1,JperJmpOSed .\o. tmces represen! \:he avera .. " t", 
from ~ontrol {n=61. G~Pf!S-d,alysed (t'F"121. ;¡¡nd PMA-pletre.:lted neufCl!'S 

(n=13) ¡acorde:l wth!he volb¡¡e-c13mp protocclm F . ..w.h P2 potentlals 10 

\:he vo~ges mdiC3ted ,n B. Same apply 10 e and O. Numóel5r>e:<l to each 

P3 ,¡,. trace rerer 10 P2 polenbals. $ .. m" callbrahan bars fOl' S·O AlI 

currenl traces were scaied !o ttle ",,,,ximum curre'l! amplltuc:5e In P< O 

Average peal< eure"t·vc~ge lelahonshl;l fOl' J •• dunna P:2. E P3IPl peak 

CUlTef"lt as a ÑfloCtlo" ~!he P2 ::otel'lbaL P2 vottage m ¡: ... ,?;,es tt> E. F 

Vottage protocol k. oellsmes we'e measured ::urlng three success'~ 

depol3r,zmg vottage p",lses (Pl P2. P3) se?ar,.!ed by 150ms ,mervals PI 

a"ó P3were ~eh 10 "'s. P2'M1$ 500 ros 10"9 .. nd vanaQle '" ;;¡mplltude 

Inacwatlon of Ca'~ channel current as a functlon ot 

preptllse potentlal (Fig. ~E) shows !he complex vOltage 

dependenc~ described lor N-type channels in bunfrog 

sympathetjc neurons L~ ~, chick sensory neurons (B 

and lransfecled HEK293 cells [~. Inactivation is 

maxlma[ around the poin! of P2 peak curren! (Fig. ~D) 

ano decreases bolh al mOfe negative and more posilNe 

potentla!s (Fig 4El. Even though ttllS behaviollr 

suggests eurrent-dependen! inactivatlon [Él. jI has been 

demonstraled !hal a Slnctly voltage-dependent Olode! of 

inacUvation can explaln il I~, :?g. In particular, the 

presenee oí apprecJable lOac:tivalJOn al prepulse 

potenlials below ¡he threshold of curren! activalion 

(Flg. ~A, -40 mV P2 polen¡ja]) has been attnbu!ed lo 

current-indepenctent, c\ased-state inactivation [~. 

We used the flrs! lesl pulse (P1) current to corree! the 

rela!ions bel\veen P3 curren! and P2 polential for 

rundown ano for a componen! ef inactivatlon that 

recovered slow!y If al al!, wlthin the 10-s inleNals 

between SVIIeeps 1he rela!ionshlp between P2 potentlal 

and peak curren! amp1rtude evoked by P3 dlvided by 

lila! evoked by Pl IS U shaped (FIg. ~E. see 1.0 ?9.) 
Control cmrenls mact\vat'i'l on\'j partiaUy dllfmg the 500-

ms prepuJse: maximal mactiva~on reaches 

approximately 41% after P2 depolarizabons lo -10 mV. 

Nearly half-maximal inactivatian (18%) IS attalOed Wlth 

P2 depolarizations to -40 mV that do no! produce 

apprec1ab!e P2 curren!, supporting a preferent!al 

voltage-dependent model of inacUvatJon for the N-type 

Caz" channels. Prepulses of over +30 mV facilitate 

control currents, reaching a ::::27% plateau at potentlals 

over +50 mV This facHitation is dependent on tOnlC 

inhibition Slnce Jt is absent In the presence of Inlernal 

GDPpS. After GDPpS tne curren! shows sorne recovery 

with Increasing depolarization bul recovery ís 

incomplete, reaching a ::::10% plateau of curren! 

inactivation with prepulses over +60 mV. This 1s not the 

only effec! Indllced by GDPpS. Maximal jnactíva~on is 

increased lo more than 57%, and m3ctNation at 1110re 

negative potentia!s !han thase mducing maximal 

inac!ivation is slgnificanUy Jncreased Hcwever, Ihis 

IOcrease In the magni!tJde of curren! Inactivallon does 

no! involve any slgnificanl shifl in ¡he vollage 

dependence of currenl inactivation since hall-maxímal 

inactivation (::::30%) 1s attained al Ihe same polennal as 

in lhe control HO mV). The ",24% !anie inhibition in our 

recording condllians (fram Table 1) therefore has two 

majn effects on the inactivation CUNe: a ",2B% 

reduction ln maximal Inactivation. and a :::27% over­

recovery at potenhals positive lo +30 mV. 

On the otl1er hand, three main effects are Induced by 

PMA pTetreatmenl (Fig. ~E). First, maximal \naetivahon 

reaches aboul 60%. This Is 50% greater than control 

and also significanUy larger lhan afier GDPI3S {P<:0.05) 

Second. a single Boltzmann fil lo lhe inaclivation CUNe 

al negatiVe potentials (betweel1 -80 and -10 mV, dala 

no! shown) shows a mldpoint of -53 mV tor PMA­

pretreated neurons. in contras! to -31 and -36 mV fer 

control and GDP~S, respectrvely. Thus, PMA Induces a 

-2Q mV shift in the valtage dependence of lnacllvallon 

This shift canno! be accounted for by shifts in !he 

activation CUNe {Fig .1D). Therefore, thls resuft strongly 

suggests ao enhanced c1osed-slale macfivation upon 

PMA Third, recovery of the prepulse inacuva!ion CUNe 

js reduce<:! at posibve voltages, resultlng in an ",25% 

lower plaleau of lhe inacliva!ion CUNe a! potenuals 

positive to +50 OlV 

Both GDPJ1S and PMA enhanced step-ctJrrent 

Jnactivation dunng 500-ms depolanzallons (Fig. §). 
However, !\VO mam djfferences are seen belween their 

effects. First, the fradion of peak currenl remalOlng al 

!he end of the 500+ms depolanzatJon IS slrongly 

reduced by PMA (EndiPeak ratio in Flg. ~C). Second, 

PMA mar!<edly changes the time coufse of lOactJvat:on 



(Flg ~A) The time course 01 mactlvahon ancr 

depolanza!lon to the peak 01 inward curren! was well fit 

to lhe sum 01 two exponentials (Table ~). A substantlal 

fractlOn of the curren! does no! Inactivate al aH on lhls 

urne scaJe (500 ms). The enhancemen! 01 step-currenl 

mactlvation upon GOPfiS is consisten! wlth changes in 

the relallve amplitudes 01 lhe components 01 

Inactivation, with HUle change in the second bme 

constant (Table ~). 8y contrast, PMA no! only induces 

an even more marked change in the relative amplltude 

01 the components 01 inacbvahon. bul also induces a 

marked decrease (AO.OS with respee! lo bolh control 

and GOPPS) In both time constants (Table ~). PMA 

therefore induces changes in the amount 01 step. 

current Inac!lvallon, In its voJlage dependence 

(Flgs. ~E. ~C), and In Its lime course (Fíg. ~A, Table ?). 
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Flg 5A·C Elr.:cts 01 PMA ;}rlÓ GDPpS on step curr~nt maCI'''::o\lOn A 

Superpos'tlon 01 ólver:l9{'Ó i. lr:;¡ce:l rrom control, GOPflS"d,aly~"d. :>nd 

PMA·prutreól!~d ncu,on~ Irom F'g, 4 recorów dUl)n9 P2 depolarlZólt,ons lo 

·10 mV. IflSQI sneMo'S !htl fLr&! 20 ms 01 cUIIMI !rólces Wlth error b;.rs, e 

Avtlr.lgc pe~k curren! ({'e>.!)J;) ólnd me.,,, curren! dunng Ihe I:>sl 1 ms or !he 

500 mS dcpolan;:,:}~on (EndJ C Pe'3l<JEnd .... !'o ~'" a funct,on 01 !h" ,,01t:l9" 

r~n¡¡e 01 P2 m Flg AE tria! el,clIS L!'I'Wólrd curren! 

Tólble 2 Eff~cts of PMAanó GOPI'IS on ste"dy-stat.. m~ct,vat,on 01 Ca" 

ch"nnel curren! ,nact,,, .. tLon k,nebcs The I,m" cou'se 01 ,n~cllvallon du''''g 

a SOO·ms depo¡~nz3t,on to ·10 mV Yr.lS fitted lo \he sum or two 

exponenllals, plus a confitan! (non-mact,vatl">.l) componer.t (A>J D .. ta are 

'S'gmfic;;ontly dlfferen! Irom Ihe control al P<O 05 PMA y.¡lues mólrXedwrth 

•• are sL\lI)mcantly d.tl'erent w,th respect lo bolh control .. nd GOPf\S a! 

1'<0 OS 

Ftgure ~A summarizes the majO( finding with respecl to 

step-current kinehcs. Flrsl, !he current peaks are faster 

alter PMA pretreatment. In !he ¡ose! 01 Flg, ~A. the time 

lo peak al -10 mV is decreased from 13±3 ms in the 

contol lo 812 ms after PMA, P<O.01 (mean ±SD) 

Second, peak curren! amplltude is augmented by PMA 

(Fig. ~B). Thus, eany curren! is enhanced by PMA 

(Fig. lA). However. the faster decay of the current 

dunng sustained depolarization does no! resul! In 

substantiaJ dlfferences al the ene! of the SOO-ms 

depolarization (Fig, ~B). Therefore. as suggesled 

aboye, the enhancement in curren! amplllude exerted 

by PMA Is strongly time-dependen!. 

Specific effeds of PMA on N-typc Ca2-+­
channels 

The results presented here clearly show that PMA 

pretrea!ment alters Cal> channel current klnetlcs 

Figure º shows lhal bolh in conlrol (Flg. ºA) and In 

PMA'prelrcaled neurons (Fig. ~B), lhe spec¡fic N-type 

Calo channel blocker (,)-CgTx GVIA (10 ¡.¡M. see ¡~) 

blocks mosl (>80%) of the Cal' channel currenl under 

our recording cone!ihons (m Ihe prcscnce of S 11M 

nrfeclplne). Thc ampJltudc of the remamlng curren! 

does nol change upon pretreatment wllh PMA The 

cffecls or PMA on currenl Jmp)llude can Ihercfore be 

attributed lo Ihe spedfic modulation of N-lype Ca'· 

charnels. lntcreslmgly, the curren! remalning afler 1,\­

CgTx GVIA in PMA-pretrealed ncurons shows 

cnh;::nccd inJctivJllon compared lo IhJt rcmalOlrlg 10 

Ihe control (Flg, QE). SllQ9cstinl) \/Klt thc tOXln-rcslsl<lnl 

cwren! mIQ))! .:11so be modulalcd by PMA prctrcotrncn! 

I? :!.:1 Howevcr. lis ovcr;:l.1I contnbutlon lo Ihe cllccls 

f('port~j l1NC 1" expcclcll lo be les:-. Ih,lfl ,,15'};' 
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F '9. 6A-E ,,-COF'lOlOXm GI/lA. ~Iocks most 01 :he Ca;: eh"n",,' current. A 

B Suoer::osl!lon 01 averaged -L t,,,= from contro' (A. ",,7) aod PMA­

prel''''':e;; neuron.s tR ,-,;8) recorded d .. "ng Soo.ms depO!;¡I,zai.tms b -

la mV Upper fra,!!S sh<MI block .. g .. by 10 ¡..M ~'-co"otox,n GVlA (,q-CgTx 

GV1A) .. na IDO ~'" Có: e AV .... 3Ile pe:ak curren' (Peak) ;¡¡"" ",ea" 

curre"! dunng Ihe !-¡¡s! t mS of ll'e SOO-ms depolanzation (Eno) ,"1 lhe 

absencl! a~d presef'lCI! of ..,·C;Tx GVlA. O Peleen! of peak and e!'ld 

CU'Ten! blocka;e by ,~-C9Tx GVlA. E Percen! of curren! Il"aaivation dunng 

~e 500-ms óe¡::olanzaMn 

On !he other Iland. dlrect or non-speclfic actions 01 

phOrbol esters on N-type channels are no! expectecl lo 

account for !he observed effecls for three reasons iirst. 

our pretreatment method allowed us to excJude PMA 

from the recordlng solution, mmimlzing any extracellular 

effects of the phorboJ ester [.!:!l. secando the same 

pretreatment procedure Wllh !he inactNe PMA analogue 

4-u-pho~boJ does no! reproduce the PMA acUoos (n=5. 

data no! shown); and thlrd. preincubalions wllh the 

klnase inhibltor staurosporlne ~, prior lo and during 

PMA pretreatment. bJocked all PMA-induced effects. 

Caz. c:1annel currents trom these neurons were 

mdlstingulshable from the control (rF6: dala nol 

shownl. Taken logelher, Ihe results wlth 4-a-phorbo! 

and staurosporine support the interpretation that PMA­

indllced effects resull from prolem phosphorylalion. 

Severa! pieces of evidence favour Ihe idea Iha! Ihis 

phosphO/ylatlon can be media!ed through actlvation of 

PKC 

PMA IS a well-known 3nd wJdeJy used 

phorbol estero Wlth proven abilily lo activa le 

PKC io SCG neumns when used al 500 nM 

concentration [2. 26. ?§, ~~. 

2 4-,¡-phorbol (10es no! acllVale PKC [.::1 

3 St<lurosponne is a potent bu! nol selectlve 

PKC mhlbitor l?jJ. 

4 EVldence suggests Iha! reconstltuled N­

ch;mnel curren!s are up·modulated by PMA 

vla a s!11I unknown mechanisrn [J.g lha! 

involves PKC-dependent phosphorylabon 01 

the Ul subonlt 01 N-type Caz~ channels (n,a: 

see IE'. ¿'~), 

PMA pretreatment and G protein activation 
induce opposite effects on Nptype Ca2"<­

channel currents 

We have shown Ihat PMA-induced modulatlon 01 N­

type CaZo channels IS charactenz.ed by an 

enhancemenl in curren! amplltude accompanied by fas! 

activation and fas! inactivatlon kinetics. This modulallon 

therefore resul!s in nea¡!y !he opposite behavlouf 01 Ihe 

currenl !han tha! seen under conditions Favouflng the 

activa!ion of G-proleins, JI was therefore 01 speclal 

lnleresl lo compare the curren! traces obtained !rom 

PMA-pretrealed neurons wilh that sean 10JIowing 

interna] dialysis with GTPyS, a non-hydrolysabJe GTP 

aoalegue !ha! directly and permanently activales G 

protejns ~. Figure?. A compares the current traces 

obtajned in both conditlons Wlth the aid 01 the three­

pulse voltage protoco\ (Hg. ~), with P2 depolanzation to 
¡he peak of inward curren!. Note 1hat in sharp contrasl 

lo PMA pretreatmenl. mlernal dlalysis Wlth GTp·yS 

results in a reduction of Caz, channel curren! amplitude 

!ha! can be partlally accoun!ed lor by the well 

dOClllnen!ed slowlng ot Ihe activalion phase 01 Ihe 

current (for revlew see ¡[. E .!Z1). Jn addition, foUowlOg 

internal GTPyS, step-curren! inachvation 1S nearly 

eliminated (bul no! complelely: see f..!Z1). These 

opposite pallerns In currenl actlva!lon and inaclivallon 

result in ume-dependent dlfferences In step-current 

arnplitude: near lhe onsa! of a depolarÍZing tes! pulse 

Ihe amphlude of curren! densi!y is three lo tour lImes 

larger in PMA-pretreated neurons Ihan In GTP¡-S­

dlalysed enes, whiJe measuremenl afier prolonged 

depolarizatlons shews Jess marked differences. No!e 

that the large differences m curren! amp[itude In P1 and 

in peak P2 curren! (Pc:O.05) are vírtuaJly absent in P3 

('p'>0.45} due lo the enhanced inactivalion dUflng P2 10 

PMA-pretrealed neurons (Fig. ZB). We may lherefore 

presume thal the majn :lifferenee in the behavlour ot 

the curren! under the ~...,o condltions 1S due lo a 

componen! of !he curren!, in PMA·prelreated neurons, 

which inactivates almos! comple!eJy during the SOO-ms 

depolarlzation. It !his IS !he case, Ihe malO dlfference in 

lhe curren! beJv..oeen the mo condltlons may be 

representad by ¡he curren! tmee oblillncd by 

sub!ractmg !he currenl tlace In GTP)'S from Iha! afler 

PMA. This curren! trace IS shown In Fig ~A lI should 

be noted Iha! the difference curren! thus ob!ained 



rel<lms Ihe mam characlens:lcs 01 Ihe curren! m PMA· 

pretreated neurons, fasl acbvalion and fas! inactlvaUon 

klnetics, so we designale this Ihe F .. F, component. The 

activaban phase of this difference curren! can be 

descnbed by a single exponential function wilh a time 

const;ml of 1 52 rns Thls value IS 10 good agreemenl 

Wlth Iha! obtalned from PMA-pretreated neurons 

(1 43±O 11 ms. rF13) 10terestmgJy. Ihe time course of 

curren! actlvation in GTP-,S·dialysed neurons (Fig. ~A) 

IS clearly blphaslc and, when fitted lo Ihe sum of mo 
exponennal fuoctlons. the faster time constanl was 

found lo malch Ihe single lime constan! of !he F .. F, 

componen! (1.45±0.19 ms, n=6). Th]s colnCldeoce in 

actlVaIJon tlme-constanl values !ed us lo speculale thal 

a smaJl F"F. componenl migh! aIso conlnbute lo Ihe 

whole·ce1! curren! 10 the presence 01 GTP-fS. The 

amplll\lde of Ihls componen! would correspond lo Ihe 

amplJlude of the fas! componen! 01 Ihe doub!e 

exponenbaJ funcbon. FlglJre ~B shows !he F"F, 
componen! on a scale !ha! wouJd hypotheticaUy 

correspond lo Ihe GTP-,S-diaJysed neurons. If Ihis FaF, 

curve is sub!racled from the GTPyS currenl trace, the 

difference current IS a slowly activatlng and non­

inactNallng (S.N,) componen! \hat actIVales wlth a 
single time constan! of 47,15 ms (continuotls Une In 

Fig. ~c shows ti!). Thls vallle 1s in agreement wJlh Ihe 

second bme constan! lar curren! actlVatioo 01 GTPyS­

dialysed neurons (45.6±13.4 ms, n=6). Thus the 

complex curren! klnetics seen wJth internal GTP-(S [El 
mJgh! be exp!ainf'd as a mixlure of Ihe beh<JV1our of 1 ...... 0 

populallOns of channels. each with SJJllple kinellcs 

(Flg. ~B) We propase th;:¡1 each of these t\vo 

popuJauons (scaled lo unl!y In Flg. ~C) represents the 

extreme behaviours of Ihe f'.:-type Ca2. channel curren! 

under G-proleln- (S.N,) and phorbol-ester-Ioduced 

(F.F,) modu!atory p<1thways. 
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GTP)S·d,~ty~~d "eUlo"~ A Superpoll,t'OIl (JI ~ver~g()d ~. tr;¡CC~ l!'CorO~d 

¡'''''' PMA·p'dr .. ~t<,,<l ,~~rrr n~u,,,,,,, In F,() .ll ::on<l GTpt.': d, .. ry~~d 

nllurons (1F6) us,ng Ihe t~'ee'pulse voltage protoccl B Aggleg3ted dala 
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Fill. 8A·C. Hypot}1ebc;¡1 ~tlaVlOfof N·typol' c~- c~neI currenlunóerltle 

'nlluence of PMA- 01 G-p,oleln induced modulahons. A Super1mpos;bon ol 

averaged .¡,. traces elK:lted by 5QO.m .. step-s In GTP-,S-dlalysed and PMA­

pretteatod neurons {P2 010" traces fmm F'SI SA). The pOilll-to-poon! 
s\lbtracllon '(Khcated /SOl,¡¡tes a fast-actJvabng. f¡¡st-Inacbvabng componen!. 

(F.Fi}. B F.F ...as sc:aled down lo tlle Oimplrtude 01 Ihe f,lSt t:omponem ota 

óouble-tr.<pOMnttal r.t lo !h .. actrvabon phose of the cunenl In GTf»'S 

{so/Id ctKV" shows f,t). TI>o sc:aled F,F. wa~ !hen subtracted from ¡he 
cunent ,n GTf»'S. 'eveOilrng a slowly actr..abng. non-,nacb~bng (S.,NJ 

componenl e Su~rposrIJon of F.F. an<:! SoN sealed to !he maXlmum 

cu~nt SoIid C/J,..-,,!hlough SoN, shows fit lo a Single e><.pOnltrl!,alluf'!ctron 

Discussion 
Previous work carned out uSlng SCG neurons has 

focused rnainly on the ablJlty 01 phorboJ esters to dlsrupt 

G-proleln-medialed inhibiUon [:?§. f§. ~. Here we ask 

I1 all phorbol-esler-mduced effecls are related solely lo 

the preven~on of G-prolein-Induced mhibluon I~ Our 

prlmary conclusion is Iha!, besides !he enhancement of 

Ihe Ca2• channe! curren! reporled In prevlous stud]es. 

phorbol ester PMA leads lo altera!ions in the actlvatlon 

and irlactNatlon klnellcs of the whole-cell CaZ' channel 

curren! !hal canool be explained by Ihe reJier of lomc G­

pro!ein-mediated Inh¡bltlon 

PMA-induccd enhancement of Ca2+ channeJ 
currents docs not involve tonic inhibition 
removal 

The rcsulls ¡rom cxperimenls wlth preplI)ses ¡)nd 

GDP~S CIC,:lf!Y dcmonz!ra!c the cx!s!cnce of a lonlc 

fOrln of C~~' chi1nncl IllhlblllOIl In bas,Jl condltlons In 

SCG ncurons I? _(j, 2§. ~1J Tl111S. PMA 11111)1)1 aet by 

dlsrupllna IIllS b0s.11 Inhlbltlon ;:lnd cnh<Jnclng c;)~· 

ch:l11ncl currenl,,; r~9 Howcv{'r. t\'lO pleces 01 eVldence 
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favour the idea that the increase In caZ'" channel 
current ampIitude induced by PMA Is unre1ated lo the 

removal of sud! tooic 1nhIbItlon. FIrsI, lt1e sacond­
_ Bo/tzmaM componen! of actiVatlon curves In 

PMAi"elrealOO noorons (FJg. gEl malches lt1e 

descr1ptlon of a vo!tage-<Iepend!!y -
populatlon 01 channels ~. In addi1lon. prepuIses do 

have an effect ón thls popuJation slnca actiVation curves 

after prepulses are much more symmebical titan those 

in the absence of a prepulsa (Ag. gel. F<>1hoonore. 
!hls second component Is reduced te Iess than 10% ~ 
neurons are diaIysed wl!h GDP~S pOor te PMA 

lraatmen! (F;;¡. 3F). Thus. ~ Ihls sacood component 
represents tonb.ny InhiOIloo channels !!!l. PMA 

pretreatment does not remove tonIc Inhibition. In thls 
regard. OUf results mlgh! echo lt1e report of enhancad 

N-type Ca" cIlanneI current afIer appIIcatlon of lt1e 

phorboI ester PDBu. whlch does not invoIVa !ha 

reversal of tonic Inhibition 10 trOJ sympathetic neurons 
[;!g. We propose. therefore. lhat tonIc Inhibltlon Is still 

present In ceIIs traalOO With PMA. 

Sacood. PMA still enI1ar>:;os current ampIiIude In ceIIs 

whose Ionic InhlbiIion has been prev!ousIy remowd by 

GDP~S dialysls (Ag. '!A). Thus. PMMnduced 
enhancement mus! arlse from en Independent effect on 
!he non-moduIalOO populatlon. Interestlngly. n has been 

demonsIrated that a.la currents expressed ~ ocx::ytes 
ara up-modulatad by PMA Independenlly 01 Its effecls 

en Gi"oteln-medlated InhiOItlon (1g ~. Thls 
independent atmct of PMA has been reportad te result 

in a 50% Increase in W'hoIe-eeII channeI current l!.9. 
Thus. It Is at least possIbIe lhat lt1e Increase In current 
amplitude upon P MA could be exp1aJned w!thout 
evoklng lonJe Inhlbitlon removal. If thls were the case, 
!hls might be one of lt1e mechanIsms by whIch PMA 

gives rise to vottag&-indepent 1ncreases in taiI 
current amplitUdes in SeG neurons @ ~. 
SeveraI studJes llave shown lhat preIIious trea!ment 

With PMA resuIts lo a mora or Iess sIgniIlcant 
attanualion. of snbsequent agooIst-induced Ca~, 

channeI curren! lnhIbiIion ~. 26, 211. ~. Howewr. !ha 

abl!ity of PMA to reversa previous Ca2+ channeI 
inhibltion throug:h direct activalion of G protalns by 

GTPyS depends en lt1e use 01 very long lastlng 

(>50 ms). highIy depoIarizJng prepulsas [? :?!l. Thls 
Indlcates lhat lt1e "order of appllcallon" [{!lis 'critical te 

lt1e effects of PMA l!Í. Therefore. PMA may be able te 
prevent G-¡lroteIn-medlated Inhibilion onIy if ils e~ 
are established before !he activalion of G proteins. We 

can use this supposltion to expIain !he persistooca of 

tonJe lnhlbitlon afIer appIIcallon of PMA. 

PMA-induced changes in activation an<! 
inactivation kinetics 

"" In !he casa of curren! ampIiIude enhancemen~ we 
1Ind that nelth« !he alte<atlons In !he actrvatlon tima 

constant nor !hose relatad te ~t 
inac1Ivallon can be accaunloo for by !ooic InhIbitlon 

rernovaI lar lt1e foIIowing reasons. ~ rernovaI of tonic 
InhIbitlon by prepuIses or GDP~S has onIy marginal 

effects ro the time course of current activaOOn. and 

these effects are sean onfy at potentials more po:sitive 
!han !hose ellcltIng maximaI lnwa1d current (Ftg·l F). It 
foIIows lhat !ha reduced actiVallon time constan! at 

negativa potenlials after PMA pretr"eatment (F1g·1F) 

cam:>! be e><pIained by tonIc lnhlb!IIon rernovaI. 
Instea:l. th!s resun suggests alteralioos In lt1e activallon 

kiootics of lt1e norHnOduIated popuIatlon. -ngly. 
PMA slll chaI1ges Ca" cIlanneI current kiootics In oeIIs 
whe<a Ionic lnhIbiIIon was prev!ousIy eliminated by 

GOPpS dIaIysIs (FIg. ~E). A _ etmct on !he time 

constant for Ca" cIlanneI curroo! actIvallon was 

reportad fa" th!s preparallon uslng !he PKe actiVators 

d1C8 l!! and PIdA [:?!l. Howewr. !ha acllon of PMA on 
lt1e actIva1ion time constan! at pofanlials negallve lo 
!hose aiJClting 'maximaI Inward coooo! has not been 

pr<MousIy reported. 
Second we found Iha! tonic Inhibillon removal by 

GDPPS' shitts !he re!allve ampiitude of lt1e componenls 

of lnactivallon rath« than prodUdng a changa In lt1e 
lime consIants (Tabla g) or In !ha _ dependeoce 

of inactivallon (Ag. ~E). ThIs Ioterpretallon !s consIstent 

wlth lhat of Bean ~. who tound !hat agonIst-lnduced. 
Gi"oteln-medlated Inhibitlon has only smaI etmets on 
lt1e _ dependeoce of lnactivatlon. Thus. lt1e 

marked affects _ by PMA In lt1e voItage 

dependence of inactivatlon. (F;;¡. ~E). and in lt1e time 

consIants of step.<:urrent lnactlvallon (Tabla g) cannot 

be expIalned by !he reIlef of tonic In_. Wa find lhat 

these alterallons In !he inactivallon paltam are 

oonsIsterlt with !he predIctIons of !he modal proposed 
by Pati/ et al ~. On one hend. smaII Increments In 
open slah. inactiva1ion (Ag. §) result In a substantiaJ 

reducllon In !ha plateau of lnactivallon curves at 
salutating depoIarlzallon (Ag. ~E). On Ihe 0_ hend. 

shifIs In Ihe mldpoln! 01 prepulsa lnactiVation Icward 

more negativa voItages (FIg. iE) are predJeted n Ihere 

Is en increaSad number of cIosed states from which 

subotanlial inactivallon occurs. Thus. bolh open- and 

cIosed-state lnactivallon are éertainIy anected by PMA. 

These resuIts suppÓrt !he suggestloo of swartz [:?!l. 
Iha! PMA-Induced phospho!ylallon mlght control en 
lnactivatlon process Independen!!y 01 lis effects on G­
proteirHnedIated Inhlbition. ThIs effeet 01 

phosphorylatlon en N-type Ca>- channels Is in 



agreernent Vlllh Ihe conc\uslons 01 Werz Rt ,,1 [?.§ 
These authors found lha\ the phosphaté1se ¡nhlbllor 

okadalc aCld enhances voltage-dependent Inactlvalion 

of these channels in buHfrog sympalhetic neurons. and 

conctuded Ihal Ihls effecl resuJIs lrom phosphoryJaflon 

since II was prevenled by staurosponne 

11 has been snown !hat pharmacologically Ident¡ned N­

type Ca2> chao'nels in slngJe neurons can mactivale \'11th 

marked dlfferences H1 the rate and extent of mac(¡vahon 

l1§", !§..:?~ Interestingly, Plummer and Hess l?ll have 

shown Iha! Individual N~lype channels can sWitch 

between Inacllvahng and non-inactNatlng modes of 

gatlng We favour Ihe propoSltion by Werz el al. ¡~ 

Iha! N-Iype chaonels mlght mactlVate via these 
palhways dependlng on Ihelr slale 01 phosphorylation 

(F'Q 8) 

Physiotogical implications of PMA~induced 
modulation 

An mcrease 01 Ca2~ curren! by phosphorylatlon has 

already been proposed as a possible mechanlsm by 

whJch PKC <lcl1vatlon could lead lo "In inerease In 

lransmilter release during bnef depolarizatlo~s ¡~. :¿q, 
~1l However, 1I 15 ¡nteresllng to speculate Ihal ttle 

enhanced vOJtage-dependenl maclivallon seen after 

phosphorylation may Influence !he extenl 01 currenl 

InactlValion during a Iraln of acUan polentmIs, Thlls. 

while G proleln Inhiblllon may be paruy relieved dllrlng 

an <'lCnOIl polenh,ll Iraln leadlng lo a progressive 

increase In Caz> mflux 1l]. 1I IS expecled Iha! Ihe Inll181 

potenIJalJon of Caz> efllry lhrougn phosphorylated 

c:hanncls wilt be lollowed by a strong depresslon due lo 

cumulalive voltage-dependcnl Jn<lcl¡vafiOn betlNeen 

aclion potcn!1815 Thl5 proposed pallcrn 01 Caz, enlry 

lhrough ptlospllorylalcá channels dUrlng a bursl 01 

acllvlty could be one oí tlle mechanlsms explalnmg why 

un Inltlal potcntlatlon 01 neuro\ransmltter release may 

be followed by al'l enh<Jnccd syn¡)pliC depresslon In 

condltlons lavollll1lg PKC actlvatlon (e,g !?:?l), 

Ad"owlcdgelY1el\t~ !OLrppor.e(:l by tlGAP¡>'-'J~M" 1~:>I).jOO C:)N,\(;y';' 

3~[I-l2-"I :lJ'dAJcx;)ndc! YOn H"''''w'<J! SNtung, WcwcuJ¡J I,~e 10 11'.,,," C, 

Mleh;>,,1 Oelay fo! [ileally Imp'Ov'''\llhe r"J"u"c,.~t 
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