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RESUMEN

Tras afios de investigacion, la hipotesis para la regulacion del canal de potasio tipo
M propone que la reduccion en la concentracion del lipido membranal fosfatidilinositol-
4 5-bisfosfato es la sefial que inhibe a la corriente M. Esta corriente controla la
excitabilidad neuronal al activarse a valores cercanos al umbral del potencial de accién. Se
sabe que los antidepresivos triciclicos como la imipramina aumentan la disponibilidad de
los neurotransmisores bloqueando su recaptura en las terminales aminérgicas. Sin embargo,
poco se sabe acerca de sus acciones intracelulares en la regulacion de los canales i6nicos.
El proposito de esta tesis fue estudiar si la imipramina afecta la cascada de sefializacion
intracelular que regula a la corriente M en neuronas simpaticas de rata, mediante la técnica
de fijacion de voltaje en configuracion célula completa. La dialisis de las células con el
bloqueador de las proteinas G, GDPBS, no interrumpio6 la inhibicion de la corriente M. La
incubacion de las células con el inhibidor de la fosfolipasa C, U73122, previno la
inhibicion de la corriente M. Cuando se dializaron las células con un quelante de calcio
intracelular, no se interrumpio la inhibicion de la corriente. Asi mismo, la incubacion de las
células con el inhibidor genérico de cinasas, wortmanina, previno la recuperacion de la
corriente M de su inhibicion por imipramina. La aplicacion intracelular de
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato disminuy6 la inhibicion de la corriente M. Estos resultados
sugieren que la recuperacion de la corriente M requiere de la resintesis de fosfatidilinositol-
4,5-bisfosfato, y que la imipramina inhibe esta coniqnte activando la via dependiente de
fosfolipasa C que como consecuencia reduce la concentracion de fosfatidilinositol-4,5-

bisfosfato.
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1. ABREVIATURAS

ACh. Acetilcolina

AKAP. Proteina de anclaje de la proteina cinasa A
ATC. Antidepresivo triciclico

BC. Bradicinina

B:R. Receptor de bradicinina B,

[Ca®*];. Concentracion de calcio intracelular

CaM. Calmodulina

DAG. 1,2-diacilglicerol

EPSP. Potencial postsinaptico excitatorio

Gotg/11. Subunidad o de la familia de las proteinas G, y Gy
ICs. Concentracion inhibitoria media

In. Corriente M

IMLI. Imipramina

IMIn. Imipramina en su forma neutra

IPs. 1,4,5-trifosfato de inositol

LHRH. Hormona luteneizante liberadora de hormona
Oxo0-M. Oxotremorina-M

Proteinas G. Proteinas reguladoras de GTP

PIP,. Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato

PKC. Proteina cinasa C

PLC. Fosfolipasa C

PTX. Toxina pertusis

SCGs. Neuronas del Ganglio Simpatico Cervical Superior
SNC. Sistema nervioso central

TEA. Cloruro de Tetraetilamonio

TTX. Tetrodotoxina

M;AChR. Receptor muscarinico M;



2. INTRODUCCION

La transmision de las sefiales neuronales depende de cambios rapidos en la diferencia
del potencial eléctrico a través de la membrana celular. Estos cambios estan mediados por un
tipo de proteinas transmembranales, los canales i6nicos, que permiten el flujo rapido de iones a
través de la membrana celular. Los canales i0nicos se consideran elementos fundamentales de
la excitabilidad celular. La diversidad de los canales i6nicos en el sistema nervioso favorece la
transmision de sefiales especificas. Los canales difieren unos de otros de acuerdo con su
permeabilidad selectiva a los iones. A los canales que forman poros de alta selectividad para el
paso especifico de los iones de K" a través de la membrana se les llama canales de K. Estos
tienen un potencial de equilibrio cercano al potencial de membrana en reposo, por lo que su
apertura tiende a mantener el potencial de membrana a valores negativos, oponiéndose a la

despolarizacion, lo cual disminuye la excitabilidad neuronal.

Los canales de K™ son los que tienen la mayor diversidad en la familia de los canales
16nicos. Actualmente se han identificado mas de 100 subunidades distintas de canales de K,
cada una con diversas propiedades. Esta variedad se refleja en la diversidad de funciones
celulares de dichos canales, las cuales incluyen entre muchas otras; la modulacion de la
transmision sinaptica al participar en el establecimiento del potencial de membrana en el boton

)
sinaptico, el control de la apertura de los canales de calcio y la liberacion de los
neurotransmisores. La regulacion de estos canales, por lo tanto, incide en todos los procesos

que dependen de la excitabilidad neuronal tales como la codificacién de los trenes de

potenciales de accion y el establecimiento de la actividad ritmica neuronal (Hille, 2001).



Los canales de K' se regulan principalmente por diversos neurotransmisores:
directamente a través de receptores ionotopicos -en cuyo caso el receptor y el canal forman
parte de una misma macromolécula-, o indirectamente a través de receptores metabotropicos,

los cuales se acoplan a los canales a través de segundos mensajeros.

De manera particular, destacan los sistemas de seifializacion que involucran receptores
acoplados a proteinas G (Hille, 1994; Ikeda & Dunlap, 1999). En el mecanismo conocido como
“delimitado a la membrana”, las proteinas G actiian directamente sobre el canal, activandolo o
inhibiéndolo, sin necesidad de activar ningiin mensajero intracelular (Hille, 1994). En este
mecanismo, que se lleva a cabo en menos de 1 s, es el dimero By el que regula el canal, méas que
la subunidad o de la proteina G (Herlitze et al., 1996; Ikeda, 1996; Mirshahi et al., 2003). La
via que involucra a un segundo mensajero es de 10 al00 veces mas lenta que la via delimitada a
la membrana, y activa a la proteina Gy y a la fosfolipasa C (PLC), que como consecuencia de
la hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) resulta en la formacion de 1,4,5-trifosfato
de inositol (IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG). Los neurotransmisores y farmacos que activan o
inhiben los canales de K" neuronales tienen, por lo tanto, efectos profundos tanto en el sistema

nervioso central como en el periférico.

En la década de 1950 se desarrollaron algunos farmacos como los antidepresivos
triciclicos (imipramina, nortriptilina, desipramina entre otros) para el tratamiento de la
depresion. Su efecto terapéutico por lo general se relaciona con el bloqueo de la recaptura
de neurotransmisores aminérgicos (norepinefrina, dopamina y serotonina). Sin embargo, se
ha reportado que estos farmacos ademas de interactuar con otras proteinas como receptores

(Cusack ef al., 1984; Golds et al., 1980; Lopez-Valdés HE y Garcia-Colunga, 2001) e



inhibidores de transportadores biogénicos de amina (Owens et al., 1997), inhiben canales
ionicos como los de K™ (Delpon ef al., 1992; Wooltorton y Mathie, 1993, 1995; Kuo,

1998).

De manera interesante, se sabe que la corriente de K" neuronal, denominada
corriente M (Ly), relevante 'pdr su papel en la regulacion de la excitabilidad neuronal se
regula por agonistas (oxotremorina-M, angiotensina II, bradicinina entre otras) que activan
la cascada de sefializacion intracelular que involucra un segundo mensajero (Cruzblanca er
al., 1998; Suh y Hille, 2002; Shapiro ef al. 1994). Dado que los antidepresivos triciclicos
(ATC) también son capaces de activar substratos intracelulares (Joshi ef al., 1999, Shimizu
et al., 1993; Fukuda et al., 1994; Cadiou y Molle, 2003), en el presente trabajo de tesis se
estudio la posibilidad de que la Iy fuera otro de los blancos de accion de la imipramina

(IMI).



3. ANTECEDENTES
3.1. DESCUBRIMIENTO DE LA CORRIENTE M

La corriente M (Ly) se describi6 por primera vez por Brown y Adams (1980) en las
neuronas simpaticas del ganglio cervical superior (SCGs) de la rana toro, cuando estos
investigadores intentaban explicar el aumento en la resistencia de membrana y los disparos
repetitivos producidos por la muscarina. Describieron una corriente de K pequefia (menos de 1
nA), sensible al voltaje, que desaparece en presencia de la muscarina. Su conclusion fue que la
acetilcolina (ACh), al liberarse en el espacio sinaptico, produce un efecto dual en las SCGs: una
despolarizacion rapida debida a la activacion de receptores ionotropicos (nicotinicos), seguida
de una despolarizacion lenta debida a la activacion de receptores de ACh acoplados a proteinas
G (muscarinicos), que inhiben corrientes sensibles al voltaje que normalmente se encuentran
activas. A la corriente sensible a muscarina se le llamo ly. Desde entonces, la Iy se ha descrito
en diversos tipos neuronales tanto en el sistema nervioso central (Brown y Adams, 1980;
Constanti y Brown, 1981) como en el periférico (Brown, 1988; Constanti y Sim, 1987; Storm

1989; Womble y Moisés, 1992).

3.2. ELECTROFISIOLOGIA DE LA CORRIENTE M:

CARACTERISTICAS CINETICAS

El protocolo experimental clasico que se usa (Adams et al., 1982a) para estudiar a la Iy
en los registros de la corriente que fluye a través de una poblaciéon de canales M (corriente
macroscopica), consiste en la aplicacion de un potencial de mantenimiento a -30 mV, seguido

de un pulso hiperpolarizante a -60 mV durante 0.5 a 1 s.



A -30 mV la Iy esta activada, y su amplitud va decreciendo en forma dependiente del
voltaje y del tiempo durante el pulso hiperpolarizante (-60 mV), produciendo una caida en el
trazo de la corriente que se ajusta a una exponencial conocida como relajacion entrante
(desactivaciéon o corriente de cola). Se le llama entrante porque la corriente saliente va
disminuyendo conforme se acerca al potencial de inversion para el K'. Al repolarizar a la
célula la Iy se vuelve a desarrollar para producir una relajacion saliente. Se le llama saliente

porque la corriente se aleja del potencial de equilibrio para el K™ (ver esquema 1).

-30mV

=60 mV

Relajacion
de la Iy

250 ms

Esquema 1 Registro de corrientes registradas en una neurona simpatica de rana toro. El trazo
superior muestra el protocolo de voltaje que se utilizo para registrar a la Iy. El trazo inferior
muestra la desactivacién de la I precedida del escalon instantaneo de corriente (modificada de
Adams et al., 1982a).

Durante el pulso hiperpolarizante pueden observarse claramente dos componentes:
primero hay un escalén instantineo de corriente que fluye a través de los canales de fuga y de
aquellos canales M que se abrieron durante el potencial de mantenimiento pero que no tuvieron
el tiempo suficiente para cerrarse durante el pulso rapido de voltaje (< 2 ms); posteriormente se
observa una relajacion entrante la cual se refleja en la disminucion de la corriente saliente que

fluye a través de los canales M. Esto se debe a que el canal M se va cerrando lentamente en



respuesta al pulso hiperpolarizante. Cuando se repolariza la célula a -30 mV también se
observa la corriente instantanea seguida de la relajacion saliente. Sin embargo, el escalon de
corriente instantanea es significativamente mas pequefio al que se observa al inicio del pulso
hiperpolarizante. En este caso la corriente unicamente fluye a través de los canales de fuga y no
a través de los canales M, puesto que estos ultimos se encuentran cerrados. La relajacion

ascendente lenta refleja la reapertura de los canales M a -30 mV.

A partir del analisis de estas relajaciones Adams et al. (1982a) dedujeron la cinética de
la Iy, es decir, el curso temporal con el que se desarrolla la corriente cuando el potencial de la
membrana se encuentra en estado estacionario o cuando hay variaciones en el mismo.
Describieron su cinética a través de un modelo bifésico abierto-cerrado en el que la transicion
entre ambos estados depende del movimiento de una particula cargada unica en el canal M
hipotético. Experimentalmente determinaron los parametros para este modelo midiendo la
fraccion de la Iy que fluye en el estado estable en cada voltaje, y la constante de tiempo (7) de
apertura y cierre de los canales M en cada voltaje. Entre los -70 mV y los -20 mV, la curva de
activacion para la conductancia del canal M (Gy) sigue la siguiente expresion Gy = Gy [1 +
exp (V12— V)/A)], en donde Gy es la conductancia maxima, V es el potencial de membrana,
V1 es el potencial en el cual la mitad de los canales M se encuentran abiertos, y A es el factor
pendiente kT/ze. Encontraron que la mitad de los canales M (potencial medio de activacion) se
encuentran abiertos a -35 mV, casi todos se encuentran qerrados por debajo de los -60 mV, y
que los canales se abren y se cierran lentamente (t ~100 ms) en la region de voltaje que va

desde el potencial de reposo hasta el umbral del potencial de accién.



En las SCGs de rata, el potencial medio de activacion de la Ly (Viz = -45 mV)
(Constanti y Brown, 1981) esté hiperpolarizado con respecto al del rectificador tardio (Vi = -6
mV) (Belluzi ef al., 1985b) y al de la corriente de K" transitoria tipo A (Is) (V12 = -30 mV)
(Belluzi ef al., 1985a). Tanto la activacion, como la desactivacion de la corriente muestran un
curso temporal lento (T = 150-200 ms). Este valor es 10 veces mas lento que la constante de
tiempo de desactivacion del rectificador tardio o de la corriente de K* activada por Ca*

(Adams et al., 1982a,c; Brown et al., 1983).

3.3. FISIOLOGIA DE LA CORRIENTE M

La Iy es una corriente de K que esta presente en diversos tipos neuronales tanto en el
sistema nervioso central como en el periférico. En cada una de estas células es dominante
porque controla la excitabilidad al ser la unica corriente activada a potenciales subumbrales
que no se inactiva. Por lo tanto, y como se vera a continuacion, la regulacion de la Iy tiene
efectos dramaticos sobre la excitabilidad neuronal al controlar el potencial de membrana, la

frecuencia de disparos y la liberacion de neurotransmisores.

3.3.1. Contribucién de la corriente M al potencial de membrana en reposo

La Iy limita los cambios en el potencial de membrana, particularmente en la direccion
de la despolarizacion. La Iy se encuentra parcialmente activa al potencial de membrana en
reposo de ~50 mV de las SCGs de rata. A este voltaje la mayor parte de la conductancia en
reposo proviene de la Iy. Debido a que a este potencial de membrana no todos los canales M se

encuentran activos, una despolarizacion de la célula activara mas canales M. Adams ef al.



(1982b), en experimentos de fijacion de corriente de neuronas simpaticas de rana, observaron
con la aplicacion de un corriente despolarizante subumbral la célula se despolariza con un curso
temporal exponencial. A medida que la célula se despolariza, la Iy se activa con un curso
temporal de ~100 ms. La activacion de la Iy tiende a llevar a la célula de regreso al potencial de
equilibrio del K*. Cuando el pulso despolarizante alcanza el potencial de accidn, el efecto de la
Inm es similar. Inicialmente, la despolarizacion produce un potencial de acciéon (en ocasiones
mas de uno) pero posteriormente la activacion lenta, sensible al voltaje, de la Iy tiende a
hiperpolarizar a la célula y la lleva por debajo del umbral. De esta forma, la Iy actia para

inhibir el disparo repetitivo.

Las SCGs se caracterizan por tener un potencial de membrana en reposo mas positivo al
potencial de equilibrio del K*. En concordancia con los valores de potencial de membrana en
reposo descritos en neuronas de hipocampo (Halliwell y Adams, 1982; Brown y Selyanko,
1985), los datos reportados indican que, en las SCGs (Jones ef al., 1995; Lamas, 1998; Lamas
et al., 2002), el potencial de reposo se estabiliza entre -50 mV y -65 mV por la activacion de
dos corrientes dependientes del voltaje: la Iy activada por despolarizacion y la corriente h (1)

activada por hiperpolarizacion.

La contribucion de la Iy y la I se puede entender tomando en cuenta que un porcentaje
menor de estos canales se encuentran activos al potencial de membrana en reposo. La I, es una
corriente entrante (con una tendencia a despolarizar la célula), cuyo rango de activacion es de -
40 mV a -100 mV, con un voltaje de activacion media a -63 mV. Esta corriente se opone a la
influencia hiperpolarizante de la Iy. La Iy es un corriente que no se inactiva, y que se mantiene

activa en los valores cercanos al umbral de disparo del potencial de accion (ver esquema. 2).
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Esquema 2 La corriente M y la corriente h participan en el establecimiento del potencial de
reposo de las SCGs. (A) Curvas corriente-voltaje obtenidas utilizando una rampa de -30 a =100
mV (5-10 mV/s). La corriente saliente se debe a la desactivacion de la Iy; v la entrante a la
activacion de la I, (B) Promedio de los registros del potencial de membrana en condiciones
control (c. potencial de reposo). después de la despolarizacién producida por la aplicacion de
Ba™* (cuadros rellenos). después de la hiperpolarizacion producida por la aplicaciéon de Cs”
(cuadros vacios). después de la co-aplicacion de ambas sustancias v después del lavado (w). El
Ba™ y el Cs' se utilizaron para bloquear a la I, y a la I, respectivamente (modificada de Lamas
et al.. 1998).

Cuando las células se despolarizan los canales M se abren y tienden a hiperpolarizar la
membrana. Por lo tanto, el potencial de reposo de las SCGs se mantiene en los valores en donde
las curvas de activacion de la Iy e I, se sobreponen. Es por ello, que las células quedan

“fijadas” de manera bastante precisa a un potencial de reposo alrededor de -60 mV.
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3.3.2. Contribucién de la corriente M a los potenciales sindpticos

La Iy también se regula a nivel sinaptico. En las SCGs de la rata (Brown et al., 1995) y
de la rana (Adams y Brown, 1982), asi como en las neuronas de hipocampo (Charpak y
Gahwiler, 1991), el cierre de los canales M es la base del potencial excitatorio postsinaptico

(EPSP) lento.

Schulman y Weight (1976) observaron, en las SCGs de rana, un aumento en la amplitud
del EPSP y una facilitacion sinaptica durante el EPSP lento cuando inhibieron a la Iy
Concluyeron que esta facilitacion era resultado de variaciones de la Iy (Schulman y Weight;

1976).

Del mismo modo, Tosaka et al. (1983) observaron cambios en el potencial sinaptico en
ausencia y en presencia del inhibidor de la Iy, muscarina. La activacion de la Ly acelero el

decaimiento del potencial sinaptico y produjo una marcada hiperpolarizacion (ver esquema 3).

o AL

-

Esquema 3 Efectos predichos de la activacion de la corriente M durante despolarizaciones sinapticas
breves a un potencial de -53 mV. Simulacién de una corriente sinéptica como respuesta a una
inyecci6n de corriente de +1.5 nA de 5 ms (trazo superior) y la trayectoria consecuente de voltaje
calculada asumiendo que la conductancia M se mantiene constante (y) a 11.5 nS. La activacién de la
conductancia M sensible al voltaje reduce la amplitud del EPSP lento (modificada de Brown, 1988).
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La modulacién de estas corrientes por neurotransmisores también contribuye a la

regulacion fina del potencial de membrana en reposo. La estimulacion ae recepiores

muscarinicos en las SCGs cambia dramaticamente la excitabilidad de la membrana. En

presencia de muscarina una neurona, puede pasar de un estado silente a uno excitado en el que

la neurona dispara trenes de potenciales de accion (ver esquema 4).

Control

20 mv

J  LI—_ L l2mA

Esquema 4. Efeclo de la muscanina en la excitabilidad neuronal. Registro intracelular obtenido
con el método de fijacién de corriente. (A) Respuesta de una neurona ante un pulso de corriente
despolarizante de -60 mV a -30 mV. (B) Efecto de la muscarina (12.5 pM) en la excitabilidad de la
membrana (modificada de Alaburda et al., 2002).

Este efecto se debe a la inhbicion de la Iy (Brown y Adams, 1980). La Iy se activa

lentamente cuando la neurona se despolariza hacia el umbral de disparo del potencial de

accion, repolarizando la membrana hacia el valor de reposo y reduciendo la excitabilidad

(Adams et al., 1982a).

3.3.3. Contribucion de la corriente M a la excitabilidad

Una caracteristica propia de las neuronas es que pueden adaptar o adecuar sus

respuestas a los impulsos que reciben. Este proceso se manifiesta como una disminucion en la

duracion de los trenes de espigas durante despolarizaciones prolongadas los cuales se reducen a
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uno o pocos potenciales de accion. En muchos casos, esta adaptacion se asocia con incrementos
lentos en la conductancia al K" (cf. Connor y Stevens). Las células ganglionares de rana
(Adams et al., 1982b) y de rata (Brown et al., 1982), las cuales exhiben una Iy prominente,

también muestran una adaptacion pronunciada durante despolarizaciones prolongadas.

La reducciéon o pérdida de la adaptacién cuando se inhibi6 la Iy por agonistas
colinérgicos en neuronas simpaticas de rana, llevo a proponer a la Iy como la Gnica responsable
de la adaptaciéon. Sin embargo, en experimentos posteriores Tokimasa (1984) y Pennefather et
al. (1985) reportaron que los agonistas colinérgicos también inhiben parcialmente a una

corriente de K™ activada por Ca** (Inmp).

El grupo de Brown realizé experimentos similares en las SCGs de rata. Al igual que en
el ganglio simpéatico de rana, encontraron que los agonistas colinérgicos como la muscarina o
metacolina, ademas de inhibir a la Iy inhibieron con cierta variabilidad (0 a 50%) a la Iaup

(Brown, 1988).

Cuando se inhibié tnicamente a la Iayp con d-tubocurarina (alcaloide cuyo componente
activo es el curare) la adaptacion de las espigas se redujo; el nimero de espigas evocadas
aumentd con inyecciones de corriente despolarizantes prolongadas. Estos efectos se obtuvieron
tinicamente a concentraciones de d-tubocurarina que inhibieron a mas del 40 % de la Ioup. Por
el contrario, en presencia del Ba>" o de la muscarina las espigas aumentaron draméticamente a
intensidades bajas de corrientes (Brown y Constanti, 1980). Por lo tanto, y como puede
observarse en el esquema 5, en el ganglio simpatico dc; rata, la Iy y la Ingp ejercen efectos

separados pero aditivos en la frecuencia de disparo.
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Esquema 5 Efecto de la muscarina (mus) y de la d-tubocurarina (dTC) en fijacion de corriente y
en la frecuencia de disparos de las SCGs de rata. Los registros de corriente (columna de la
1zquierda v del centro) muestran trazos de ia Iy y de las comentes de cola de los canales de K~
activadas por Ca”™ (Iap). La Iy se obtuvo durante pulsos despolarizantes de +10 mV de 0.5 ms
desde un potencial de mantenimiento de -50 mV. La Iy se obtuvo durante pulsos despolarizantes
de +50 mV de 40 ms desde un potencial de mantenimiento de -50 mV. Los registros de voltaje
(columna derecha) muestran frecuencias de disparo obtenidas durante una inyeccion de corriente
de +0.4 nA de 0.5 s a un potencial de membrana constante de -50 mV. La mus inhibi6 a la Iy yala
Isup, la dTC en cambio inhibi6é unicamente a la I,yp. Con esta intensidad de corriente, la mus
indujo mas frecuencias de disparo, las cuales aumentaron en presencia de dTC (modificada de
Brown, 1988).

3.4. FARMACOLOGIA DEL CANAL M
3.4.1. Bloqueadores de la corriente M

El Ba®* bloquea fuertemente la Iy a concentraciones de 1 a 4 mM (Adams et al., 1982b;
Constanti y Brown, 1981; Stansfeld et al., 1993). Sin embargo, otros cationes divalentes (Ca®",
Mg, Sr*) no comparten este efecto. Los metales de transicion Ni**, Co?' y Mn?' la bloquean
en menor grado en menor grado que el Ba*. El bloqueq de la Iy por Ba** no es sensible al
voltaje y no altera la cinética del canal M Se propone que el Ba®" actiia directamente sobre el
canal M desde el lado extracelular puesto que su efecto persiste cuando la entrada de Ba* a

través de canales de Ca®" se previene con Cd*' (Constanti y Brown, 1981; Robbins et al.,
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1992). Esto distingue el efecto del Ba>* sobre la Iy de su efecto sobre corrientes de K* activadas
por Ca’", en donde actua de manera preferencial desde el lado intracelular (Hermann y Gorman,
1979) y en donde su efecto se previene cuando los canales de Ca** se bloquean (North y
Tokimasa, 1983). El tetraetilamonio (TEA), un compuesto amino cuaternario, también bloquea
desde el lado extracelular a los canales M nativos en las SCGs de rata (Wang et al., 1998). El
ICso para el Ba** y el TEA es de 300 uM (Stansfeld ez al., 1993) y 5.8 mM (Adams ef al,

1982b; Wang et al., 1998), respectivamente.

Basicamente se han descrito dos farmacos como bloqueadores selectivos del canal M, la
linopiridina (DuP 996; 3,3-bis(4-piridinilmetill)-I-fenillindolin-2-ona) y el anéalogo de la

linopiridna XE991 (10, 10-bis(4-piridinil-metil)-9(10 H)-antracenona).

La linopiridina (Aiken et al., 1995, 1996, Lamas et al.,1997; Schnee y Brown, 1998),
promotor de la cognicion, aumenta la liberacion de diversos neurotransmisores en el tejido
cerebral por un mecanismo en el que el bloqueo del canal M parece ser clave (para revision ver
Aiken et al., 1996). La linopiridina suprime completamente la Iy a una concentracion de 30 a
100 uM. En cambio, los inhibidores de la Iy cuyo efecto inhibitorio esta mediados por receptor,
suprimen a la Ins en un maximo de un 80%. Esta observacion junto con experimentos en los que
la Iys se bloquea por linopiridina en presencia de tetrodotoxina (TTX) y atropina, sugiere que la

linopiridina interactia directamente con el canal (Aiken et al., 1995).
Para explorar con mas detalle esta posibilidad, Lamas et al., (1997) estudiaron el efecto

de la linopiridina en registros de canal unitario en parches escindidos de las SCGs de rata.

Estos estudios mostraron un bloqueo rapido del canal M dependiente de la concentracion. Se
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sugiri6 un sitio extracelular de accion puesto que la linopiridina bloque6 al cana M unitario solo
cuando se aplico en el bafio en registros en configuracion outside-out (exterior hacia afuera),
pero no en configuracion inside-out (interior hacia afuera). Los registros en configuracion
whole-cell (célula completa) confirman esta suposicion. La aplicacién intracelular de la
linopiridina en las SCGs de rata no modific6 la amplitud basal de la Iy y tampoco antagonizo
el bloqueo de la Iy cuando la-linopiridina se aplico en forma extracelular (Costa y Brown

1997).

El otro farmaco que bloquea selectivamente la Iy es el analogo de la linopiridna (Wang
et al., 1998; Zaczek et al, 1998). El ICso para el bloqueo del canal M en las neuronas
simpaticas por linopiridina esta en el rango de 3.4 a 7.0 uM (Costa y Brown, 1997; Lamas et

al., 1997). El compuesto relacionado XE991 tiene un ICsp de 0.98 & 0.15 uM.

3.4.2. Activadores de la corriente M

El farmaco anticonvulsivo retigabina [D-23129; acido N-(2-amino-4-(4-
fluorobencilamino)-fenil) etil éster carbamico], sintetizado por primera vez en 1988,
favorece la actividad del canal M en las SCGs de rata. Tatulian ef al. (2001) observaron, en
estas neuronas, el efecto de la retigabina sobre la Iy en registros en configuracion de parche
perforado durante pulsos despolarizante de voltaje de -70 a -10 mV desde un potencial de
mantenimiento de -80 mV. En ausencia de la retigabina, la activacion de la Iy se manifesto
por la aparicion de una corriente saliente lenta dependiente del tiempo a partir de los -50
mV que se mantuvo en los potenciales mas despolarizantes. En presencia de la retigabina la

activacion de la Iy se observo a partir de pulsos mas negativos (-70 mV) y hubo un
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aumento de la corriente total en todos los potenciales aplicados. Por lo tanto, la retigabina
desplazo el umbral de activacion de la Iy desde los ~ -50 mV hasta los ~ -80 mV (Vy = -
21 mV). Este corrimiento se acompafio por un enlentecimiento de las corrientes de

desactivacion y por la aceleracion en las corrientes de activacion.

3.5. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANAL M (KCNQ2/KCNQ3)

La naturaleza molecular de los canales M permanece obscura. Sin embargo, hace
algunos afios se propusieron (Bievert ef al., 1998; Charlier ef al., 1998; Kubisch et al., 1999;
Lerche et al., 2000; Singh et al., 1998) a cuatro miembros de la familia de los canales de K,
KCNQ2-5 como posibles candidatos de la base molecular de los canales M. Estos genes se
identificaron a partir de mutaciones que produjeron sindromes epilépticos en humanos,
conocidos como convulsiones neonatales benignas (Biervert ef al., 1998; Singh et al, 1998;
Charlier ef al., 1998), presumiblemente a causa de la hiperexcitabilidad neuronal. De manera
interesante, las mutaciones en el primer miembro de esta familia de canales de K, KCNQI
(denominados formalmente KvLQT1), que de manera significativa disminuyen la actividad de
las corrientes de K" cardiacas I, también producen un estado de hiperexcitabilidad en los
miocitos cardiacos, que resultan en un sindrome de QT largo (Shalaby et al., 1997, Wang et al.,

1996).

(Cuadles de las subunidades de los KCNQ forman la base molecular de la corriente M
neuronal? La expresion heterologa de las subunidades KCNQ2/KCNQ3 forma un canal
selectivo a K" que exhibe propiedades biofisicas, una sensibilidad farmacologica y un patron de

expresion de genes esencialmente semejantes a las de los canales M nativos. El heterodimero
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KCNQ2/KCNQ3 presenta una cinética de activacion lenta, un umbral de activacion mas
negativo (~ -60 mV) en comparacion a otras corrientes de K* (Wang ef al, 1998) y una
sensibilidad a la estimulacion de receptores muscarinicos (Selyanko ez al., 2000; Shapiro et al.,
2000). Se mostr6, ademas, que el heterodimero es sensible al bloqueo por los iones de Ba®’,
TEA, a los compuestos selectivos de linopiridina y XE991 (Wang et al., 1998), y al
anticonvulsivo retigabina que aumenta las corrientes (Main ef al., 2000; Rundfeldt y Netzer,
2000; Tatulian ef al, 2001; Wickenden et al., 2000). Por otro lado, la coexpresion de las
subunidades KCNQ2/KCNQ3 en distintas areas del cerebro que incluyen el hipocampo, la
neocorteza y el talamo (Roche et al., 2002; Schroeder et al., 1998; Yang ef al., 1998; Tinel et
al., 1998; Cooper et al., 2000); y su colocalizacién en el soma neuronal y en las dendritas
(Cooper et al., 2001) permite corroborar el papel dominante que juegan en el control de la

excitabilidad neuronal (Jones et al., 1995, Castaldo et al., 2002).

Los genes de las subunidades KCNQ2/KCNQ3 codifican para proteinas con seis
segmentos transmembranales. En el cuarto segmento poseen una region altamente conservada
rica en residuos de arginina, cargados positivamente, que funciona como el sensor del voltaje
(hélice S4). Entre los segmentos 5 y 6 se encuentra un dominio denominado P que alberga el
poro del canal con su secuencia caracteristica para los canales de K' (GYG). También se
caracterizan por tener una terminal carboxilo larga. Este ultimo en los KCNQ2 tiene sitios de
unién para varias moléculas reguladoras del canal como: el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato
(PIP,) (Zhang et al., 2003), la calmodulina (CaM) (Y us;Néjera et al., 2002) y la proteina de

anclaje de la proteina cinasa A (AKAP) (Hoshi et al., 2003).
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3.6. REGULACION DE LA CORRIENTE M MEDIADA

POR RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

La via de regulacion de la Iy, mediada por receptores heptahelicales acoplados a

proteinas G ha sido intensamente estudiada.

Adams, Brown y sus colegas (Adams et al., 1982b; Adams et al., 1983) encontraron en
las SCGs de rana toro que la Iy ademas de regularse por la muscarina, se regula por otra serie
de sustancias neuroactivas (Hille, 1994) como son la hormona liberadora de la hormona
luteinizante (LHRH), y por receptores purinérgicos y B-adrenérgicos (Adams et al., 1982b). En
las SCGs de rata, la Iy ademas de ser regulada por agonistas muscarinicos (Marrion, 1993;
Shapiro et al., 2001), es regulada por la angiotensina Il (Shapiro er al, 1994) y por la
bradicinina (BC) (Jones et al., 1995). El primer paso involucrado en la regulacion del canal M

por estos agonistas es la activacion de una proteina G.

Estas proteinas son heterotrimeros, formados por las subunidades o, B y y. Las
subunidades o se clasifican, dependiendo de si son sensibles a la toxina pertusis (PTX), la
toxina del colera o a ninguna de estas toxinas. La proteina G que se activa en esta via de
regulacion es insensible a la PTX (Brown et al. 1989; Jones et al. 1995; Villarroel, 1996). El
efecto mas reproducible de estos agonistas es la inhibicion de la Iy con un retardo marcado y

este efecto es insensible al voltaje (ver esquema 6).
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Esquema 6 Via de regulacion en la que interviene un segundo mensajero difusible. Un receptor
heptahelical acoplado a proteinas G insensibles a la toxina pertusis regula al canal M (E) en forma
indirecta mediante la activaciéon una cascada de segundos mensajeros.

En relacion al retardo marcado de la inhibicion de la Iy, Adams y Brown (1982)
observaron una latencia de ~100 ms entre el potencial postsinaptico excitatorio rapido y el
potencial postsinaptico excitatorio lento que resulta de la liberacion de ACh al espacio
sinaptico. En primera instancia Adams et al. (1986) propusieron que la latencia podia deberse a
la difusion de ACh en el espacio sinaptico para alcanzar los receptores muscarinicos
localizados en regiones mas distantes de la membrana. Sin embargo, Villarroel (1996) con el
uso de un sistema de perfusion rapido que permite el intercambio de la solucion en < 150 ms y
un tiempo preciso de la aplicacion del agonista (Villarroel, 1994), encontr6 que la latencia no se
acortaba. Estos resultados indicaron que dicha latencia no se debia a la distancia entre el sitio
de liberacion y los receptores muscarinicos. La observacion posterior de que la inhibicion de la
I se mantiene aun habiéndose quitado el agonista del bafio, alcanzando su maximo 4.5 s mas
tarde sin importar la duracién del estimulo (0.5 a 10 s), sugiri6 la acumulacion rapida de un

segundo mensajero como respuesta a la muscarina (Villarroel, 1996).
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El curso temporal lento de esta corriente y el retardo (<500 ms) marcado de su inhibicién apoy6
la hipétesis de que este mensajero requiere un tiempo para difundir en el citoplasma (Hille
1994; Marrion, 1997, Villarroel, 1996). Otra evidencia que favorecié la existencia de un
segundo mensajero difusible desconocido fue la observacion de que la inhibicion del canal M
por agonistas muscarinicos 0 por BC cuando se aplican en forma extracelular en las SCGs de
rata (Selyanko et al., 1992) o de rana (Marrion, 1993) es que se observé en registros en
configuracion de parche perforado pero no en registros en configuracion outside out Stansfeld

etal., 1993).

3.6.1. Via principal de seiializacion que inhibe a la corriente M:
surgimiento de la hipétesis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato

como segundo mensajero

La participacion del receptor muscarinico en la inhibicion de la Iy ha sido intensamente
estudiado con el fin de ahondar sobre la regulacion del canal M por el segundo mensajero. A
pesar de que el esclarecimiento del mecanismo de regulacion de la Iy permanece controvertido
(Delmas et al., 2004; Shapiro, 2004) diversas evidencias (Bernheim et al., 1992; Hamilton et
al., 1997, Marrion et al., 1989) dejan claro que la estimulacion muscarinica activa al receptor
muscarinico del tipo M; (M;AChR) en las SCGs. La existencia de otros subtipos de receptores
muscarinicos (Mz-Ms) en estas neuronas (Dorje et al., 1991), llevaron a Hamilton et al. (1997)
en una primera instancia a examinar el papel del receptor M; en la inhibicion de la Iy por la via
muscarinica. Encontraron que en las SCGs de ratones deficientes del gen ml se perdia
completamente la inhibicion de la Iy por muscarina. Asi ﬁlismo, la inhibicién de la Ly se anuld
en presencia del bloqueador selectivo del receptor M;, pirenzepina, y no en presencia de los

antagonistas selectivos de M, y My/My, galamina o himbacina respectivamente.
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De manera especifica, se propone que la subunidad o de las proteinas Gq media el
efecto muscarinico sobre la Iy (Haley et al., 1998). La microinyeccion selectiva de anticuerpos
especificos para las Gag11, a diferencia de la microinyeccion de anticuerpos especificos para la
Gao, redujo la inhibicion de la Iy por Oxo-M en las SCGs (Caulfield et al., 1994). Berstein et
al., (1992) mediante la reconstitucion del M;AChR, las proteinas Gy y la PLCB; en
vesiculas lipidicas muestran que estas proteinas son suficientes para activar la via de
sefializacion hormonal IPy/DAG. Asi mismo, Wu et al, (1992), con la técnica de la
cotransfeccion, muestran el acoplamiento funcional de las proteinas Gu1 y Goq @ las PLCP; en
las células COS-7. Mas tarde, Delmas et al., (1998) y Haley et al., (1998) reportaron que el
M, AChR acopla a la familia de las Gy, de las proteinas G insensibles a la PTX. Experimentos
de reconstitucion (Fletcher et al., 1998; Lindorfer et al., 1998) indican que el complejo Gsy
interactua en forma selectiva con receptores acoplados a las proteinas Goq a través de la
asociacion de las proteinas Gf3s con Got,. Mater et al. (2000), proponen que el dimero Gfsy,,

coexpresado y purificado de las células Sf9, estimula a la PLCB;.

Para determinar la porcion especifica de la PLC-B; que se requiere para su activacion
por proteinas G, Wu et al. (1993) transfectaron en las células COS-7 el DNAc de la PLC-B,
con supresiones especificas en su terminal carboxilo. Estos experimentos sugieren que la
secuencia de los aminoacidos de la terminal carboxilo de la PLC-B; que se requiere para la
activacion de la Ggq estad integrada por un numero considerable de residuos cargados,
especificamente basicos. Esta region es la mas rica en residuos de lisina de toda la molécula.
Otros experimentos que conjugan la biologia molecular con modelos dinamicos moleculares

(Tlkaeva et al., 2002; Singer et al, 2002) corroboraron la participacion de aminoécidos
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cargados en la terminal carboxilo para la activacion de las proteinas Gqq Estos resultados se
confirmaron con la observacion de que la liberacion de fosfatos de inositol se inhibid
considerablemente cuando se coexpres6 la porcion truncada de la terminal carboxilo de la

PLCB;con el M;AChR en las células COS-7 (Wu et al., 1993).

Los datos de la literatura indican que la inhibicién de la Iy no se debe a una interaccién
directa entre el canal y la proteina G, como es el caso de la activacion de los canales de K*
GIRK (Zhang et al., 1999) o de la inhibicién de los canales de Ca®* neuronales (Hille, 1994),

sino a la participacion de un segundo mensajero intracelular (Selyanko et al., 1992).

La relacion tipica entre el M;AchR, la fosfolipasa C (PLC) y la hidrélisis de los
fosfoinositidos (Lee y Rhee, 1995), llev6 a proponer a la proteina cinasa C (PKC) o el Ca**
intracelular como el segundo mensajero primario en la regulacion de la Iy (Beech ez al, 1991;
Hille, 1994). A pesar de estas suposiciones, existen datos que sugieren que ninguno de estos
mensajeros es la sefial primaria para la inhibicion muscarinica de la Ly (Brown et al., 1997): la
activacion o el bloqueo farmacologico de la PKC no altera la regulacion de la Iy (Marrion,
1994): de hecho, los agonistas muscarinicos no alteran la [Ca®'}; en las neuronas simpaticas, las

cuales han sido el modelo de estudio en la mayoria de estos trabajos (Beech et al., 1991).

La mayor confusion en la bisqueda del segundo mensajero que regula a la Iy, se
originé a partir de la interpretacion de algunos experimentos que sugirieron que el mensajero
era difusible. El grupo de Soejima y Noma (1984) realizaron uno de los primeros experimentos;

ellos estudiaron la regulacion de los canales de K' regulados por proteinas G en miocitos
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atriales. Encontraron que estos canales se activan directamente por las subunidades By de las

proteinas G (Logothetis et al., 1987).

En los experimentos de Soejima y Noma (1984), la aplicacion en el bafio del agonista
no regula a los canales aislados en el parche en configuracion de cell-attached (adosado a la
célula). Por el contrario, la- aplicacion del agonista a través de la pipeta resulté en una
activacion robusta del canal. Estos resultados dieron origen a la nocién de la sefializacion
delimitada a la membrana y ofrecié un modelo para distinguir entre las sefializaciones que
involucran un segundo mensajero difusible de otras confinadas a la membrana plasmatica. Por
analogia, la aplicacion al bafio de agonistas muscarinicos si inhibe a la Iy en registros en
configuracion de cell-attached (Marrion, 1993; Selyanko et al., 1992). Estos resultados se han
utilizado como evidencia para evaluar la participacion de un segundo mensajero citosolico. El
planteamiento era que en un mecanismo mediado por un mensajero, el agonista aplicado en el
bafio actiia sobre multiples receptores para dar lugar a un mensajero que difunde hasta los
canales contenidos en el parche y regulan su funcién. Por otro lado, en el mecanismo
delimitado a la membrana, no existe un mensajero difusible, y por lo tanto, los canales
contenidos en el parche no se modulan por el agonista aplicado en el bafio. El experimento
también supone que las proteinas G activadas no pueden difundir facilmente a través del sello

de la pipeta en el plano de la membrana.

Posteriormente, la dependencia funcional de la sefializacion por proteinas G del PIP;
(Sui et al., 1998; Huang et al., 1998) sugiri6 la existencia de distintas vias de sefializacion
delimitadas a la membrana. Lo que en el experimento de Soejima y Noma (1984) se considerd
como un ejemplo del mecanismo clésico delimitado a la membrana, es ahora visto como un

ejemplo de un mecanismo analogo al observado en las vias de sefializacién en las que
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participan segundos mensajeros solubles. Pero, el PIP; actia como un segundo mensajero que

difunde en la parte interna de la membrana, en lugar de en el citoplasma.

Para valorar si las conclusiones obtenidas para la sefializacion por proteinas (i.e. Gfy)
en los experimentos de Soejima y Noma se aplican a la sefializacion por PIP,, el grupo de
Logothetis (Zhang ef al., 2003) realiz6 los experimentos analogos a la inhibicién de la Iy en
ovocitos expresados con los canales GIRK4 y con el M;AChR en registros de macroparche en
configuracion cell-attached. En estos experimentos la aplicacion de ACh al bafio produjo una
inhibicién de las corrientes GIRK. Se ha mostrado que el PIP; interacta directamente con estos
canales (e.g., Zhang et al., 1999) y se inhiben por la estimulacion de la PLC y la consecuente
hidrélisis del PIP, (e.g. Kobrinsky et al., 2000). El PIP, se encuentra confinado en la parte
interna de la bicapa lipidica y su movilidad a través del sello de la pipeta, el cual se establece en
la parte exterior de la bicapa lipidica, se encuentra mas bien intacta en un experimento en
configuracion cell-attached. Es por ello, que la aplicacion de ACh en el bafio (fuera del parche)
inhibi6 la actividad de los canales (contenidos en el parche). Esto sugiere que la hidrélisis de
PIP, como consecuencia de la activacién de la PLC, en la membrana en la parte exterior del
parche dispara (desencadena) una reduccion en el PIP, dentro del parche, muy posiblemente
por difusion lateral del PIP, siguiendo el gradiente de concentracion del PIP; a través de la
pipeta de registro. Estos datos sugieren que el segundo mensajero difusible podria estar
delimitado a la membrana y que la difusion del PIP; a través de la pipeta de registro durante la
aplicacion del agonista, que provoca la hidrélisis del PiPz fuera de la pipeta es un posible

mecanismo (ver esquema 7).
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Esquema 7 Tlustracién del experimento de Soejima y Noma (1984). La difusion de las subunidades
GPy se interrumpe por la pipeta de registro, sin embargo la difusién del PIP, continia, posiblemente
debido a que la pipeta de registro no constrifie el lado interno de la membrana (modificada de Zhang
et al., 2003).

Posteriormente y con la propuesta realizada en afios anteriores (Wang e tal., 1998;
Selyanko et al., 1999; Shapiro et al., 2000) de que los canales de K’ KCNQ2/KCNQ3 forman
la base molecular del canal M nativo se realizaron varios experimentos (Suh y Hille, 2002;
Winks et al., 2005; Zhang et al., 2003) para valorar la participacion del PIP; en estos canales.
Suh y Hille (2002) muestran, en el canal M y en su correlato molecular, que la inhibicion
mediada por receptor es irreversible cuando se bloquea, por inhibidores de cinasas lipidicas, el
reciclaje de PIP,, el cual es sensible a los agonistas que activan a la PLC. La recuperacion de la
Im de la inhibicibn por muscarina requiere de la fosforilacion de lipidos mediante la
fosfatidilinositol-4-cinasa (PI4-cinasa). Estos resultados son consistentes con la hipbtesis de
que la amplitud de las corrientes KCNQ2/KCNQ3 reflejan los niveles de PIP; en la membrana.
Zhang et al. (2003) proponen que el PIP; interactia en forma electrostatica y directa con un
residuo de histidina de la terminal C proxima al extremo citosélico del altimo dominio

transmembranal (S6) de los canales KCNQ. Las mutaciones de este residuo de histidina
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disminuyen significativamente la sensibilidad de los canales al PIP, resultando en canales

silentes.

3.6.2. Biosintesis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato

En la biosintesis del fosfatidilinositol, catalizada por la cinasa de fosfatidilinositol,
interviene el CDP-diacilglicerol y el L-mio-inositol. El fosfatidilinositol (PI) sufre dos
fosforilaciones sucesivas para dar fosfatidilinositol 4-fosfato (PI-4) y PIP,. El PIP,, constituye
una forma de almacenamiento de dos segundos mensajeros, el 1,2-diacilglicerol (DAG) y el
1,4,5-trifosfato de inositol (IPs). Cuando se activa un receptor acoplado a la proteina Gy, esta
proteina acopla al receptor a un grupo de enzimas conocidas como PLCP que pertenece a una
familia mas grande de fosfolipasas, todas las cuales tienen como sustratos a fosfolipidos de
inositol. La ocupacion del receptor por un agonista activa a la proteina G que a su vez se fija a
la fosfolipasa en la superficie interior de la membrana plasmatica. Una vez activada, la lipasa
desdobla rapidamente el PIP, a IP; y DAG. Si la PLC se encuentra activa durante largo tiempo,
varios fosfoinositidos de la membrana (como PIP; y PI-4) se agotan mas rapido de lo que son
regenerados (Willars ez al., 1998). La disminucion de los fosfoinositidos que se encuentran en
la membrana se lleva a cabo en varios segundos. Como se muestra en el Esquema, la
generacion de PIP, requiere una serie de pasos que incluyen la fosforilacion del
fosfatidilinositol en la posicién 4 y 5 del inositol mediante cinasas lipidicas. La regeneracion de
las formas fosforiladas puede tomar varios minutos. Estas cinasas lipidicas requieren de altas

concentraciones de ATP (~1 mM) para su maxima actividgd.
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Esquema 8 Biosintesis de los fosfoinositidos. Cada cinasa de fosfatidilinositol unida a la
membrana coloca un fosfato en un grupo hidroxilo especifico del anillo de inositol. produciendo los
fosfoinositidos PIP y PIP,. El rompimiento de PIP, por la PLC lleva a la formacion de IP; y DAG
(modificada de Lodish et al., 2000).

3.7. REGULACION DE LA CORRIENTE M POR CALCIO

Desde el descubrimiento de la Iy el papel que tiene el Ca** en la regulacion de la Iy ha
estado en discusion. Originalmente se pensaba que la Iy era “independiente del Ca®” en el
sentido de que no requeria del influjo de Ca®* para su activacion (Adams et al., 1982a) como lo
requieren otras corrientes de K como la Ic (Adams et al.., 1982¢) y la Ixup (Pennefather ez al.,
1985) . La Iy en las SCGs de rana (Adamas et al., 1982b) y rata (Marrion et al., 1989) persiste
cuando se previene la entrada del Ca**, quitando el Ca®* de la solucién extracelular o utilizando
antagonistas de canales de Ca>*. Sin embargo, en relacion a la actividad basal, la conductancia

méxima en las neuronas simpaticas de rana se redujo en un 60% cuando se quit el Ca** de la
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solucion extracelular (Tokimasa y Akasu, 1990) y fue favorecida por la aplicacion intracelular
de CaM (Akasu y Tokimasa, 1992). La dialisis del quelante fle Ca”', BAPTA suprimié a la Iy
en forma gradual (Munakata y Akaike, 1993). Ademas, la adicion de cafeina, la cual provoca la
liberacién de Ca’* de los reservorios sensibles a cafeina, bloquea (Pfaffinger ef al., 1988;
Akaike y Sadoshima, 1989), aumenta (Pfaffinger et al, 1988, Akaike y Sadoshina, 1989;
Marrion y Adams, 1992; Robbins ez al., 1992) o evoca a la Iy, en neuronas simpaticas de rana
(Kuba, 1980; Koketsu et al., 1982; Pfaffinger et al., 1988). Estos resultados se pueden explicar
con datos posteriores que sugieren que el Ca’’ tiene un efecto doble sobre la Iy (Tokimasa,
1985; Marrion et al., 1991; Kirkwood et al., 1991; Yu et al,, 1994): Marrion et al. (1991),
utilizando la fotolisis de un quelante de Ca® o evocando potenciales de accion, demostrd que
pequefios aumentos en el Ca** (50 a 140 nM) aumentaron la Iy, y aumentos en la concentracién
de Ca* intracelular ([Ca®']) mayores y mas duraderos suprimieron a la Ly Estos datos
concuerdan con observaciones previas de que la Iy se reduce tras aumentos amplios en la

[Ca®'];, producidos por una espiga de Ca** (Tokimasa, 1985).

La modulacion de la Iy por neurotransmisores se acompafia frecuentemente por un
aumento perceptible en la [Ca’']; (Pfaffinger et al, 1988; Marrion et al, 1991). Varios
investigadores han utilizado el BAPTA para examinar la mediacion de los cambios transitorios
y estables en la [Ca®']; en la modulacion de la Iy inducida por agonistas. Kirkwood et al.,
(1991) mostraron que la dialisis de 20 mM de BAPTA o la deplecion de los reservorios
internos de Ca*" redujeron la respuesta de la Iys a los agonistas muscarinicos. Se sugirié que la
supresion muscarinica de la Iy estaba mediada por la liberacion de Ca’" de los reservorios
intracelulares debidos a la produccion de IP; (Kirkwood ét al., 1991). La recuperacion de la Ly,
posterior al lavado del agonista (sobre-recuperacion), también se bloqueé por la dialisis de 20

mM de BAPTA. Este resultado indica que esta ultima fase de la respuesta de igual forma
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resulta del Ca”" liberado de los reservorios intracelulares sensibles a IP; (Marrion et al., 1991).
De manera mas especifica, la inhibicion de la Iy y la induccién de la sobre-recuperacion se

atribuyeron a los niveles sostenidos de la [Ca”]; pero no a un aumento transitorio en la [Ca'];.

Mediante el uso de registros en configuracion de célula completa combinados con la
perfusion intracelular e iméagenes de Ca’ en la misma preparacién, Yu et al. (1994)
demostraron que la inhbicion de la I por muscarina o LHRH ocurri6é en forma dependiente de
la [Ca*'];: a mayores niveles de la [Ca*']; se observé una mayor inhibicién de la Ly. Una
solucion interna de cerca de 0 Ca** bloqued la sobre-recuperacion de la Iy después del lavado
de los agonistas. Sin embargo, la sobre-recuperacion se desarrollé con una [Ca®]; normal de
120 nM aun en presencia de 20 mM de BAPTA en la solucién interna. Estos resultados
sugieren que la sobre-recuperacion de la Iy no depende del aumento transitorio de la [Ca®'];. La
conductancia méaxima del canal M se duplicé al aumentar la [Ca®']; desde 0 a 120 nM y la curva
de activacion de la Iy se corri6 hacia valores negativos. A medida que se aumento la [Ca®]; de
120 a 240 nM, la constante de tiempo de la desactivacion (tg: a -50 mV) y de la activacion (t.:
a-30 mV) aument6. Este aumento modesto en la [Ca®']; por lo tanto llevd a un aumento en el
estado estable de la Iy en todos los potenciales en el rango de su activacion. Un aumento
posterior en la [Ca*']; a 450 nM resulté en una reduccion en la T4, 7,y en la conductancia del

estado estable. Por lo tanto el nivel de la [Ca2+]i determina el tamaifio de la Is.

En reportes previos, Beech et al. (1991) mostraron en las SCGs de rata que aunque la
estimulacion muscarinica inhibié a la Iy sin la elevacion de la [Ca®];, el BAPTA (11-12 mM)
redujo significativamente dicha inhibicién, disminuyendo los niveles de reposo de la [Ca*'];. En

un estudio posterior (Kurennyi er al, 1997) se observd que la muscarina a bajas
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concentraciones (10-30 nM) no inhibi6 a la Iy, sino que la aumentd en un 25% en neuronas
simpaticas de rana. La muscarina (10 nM) desplazé la curva de activacion hacia la derecha sin
ningun efecto aparente en la conductancia maxima, sin embargo la 14 aument6 desde 111 hasta
135 ms. Con la técnica de fluorometria no se logré apreciar un aumento en la [Ca*']; sin
embargo, la similitud de los efectos con los vistos en un aumento modesto (~52 nM) en la
[Ca*"); (Marrion et al., 1991; Yu et al., 1994) sugieren que el efecto facilitado de muscarina a
bajas concentraciones podria estar mediada por un aumento modesto (~52 nM) en un
compartimiento de la submembrana. Estos resultados indican que la Iy estd bajo un control
muy fino de la [Ca®']; la cual se requiere para la inhbicién muscarinica de los canales M

(Pfaffinger ef al., 1988; Beech et al., 1991; Marrion et al., 1991; Yu et al., 1994).

El papel permisivo que tiene la [Ca”]; en la facilitacion de la inhibicién muscarinica de
la Is también se ha propuesto en experimentos realizados a 0 y 2 mM de Ca®" extracelular en
las neuronas simpaticas (Lamas, 1999). Del mismo modo, la observacion en las neuronas de los
de rana, de que la aplicacion del antagonista de IP; heparina disminuyé significativamente la
sobre-recuperacion de la Iy pero no afecto la inhibicion de la Iy inducida por muscarina (Chen
et al., 1993) implica que la [Ca®']; podria estar controlada por reservorios de Ca®" separados

que tienen distintos roles en la supresion muscarinica, y en la sobre-recuperacion de la In.

La conclusion de que la inhibicion muscarinica de la Iy no depende de un aumento
transitorio de la [Ca®"]; se confirmé en células tsA-201 transfectadas con los genes del canal M
KCNQ2/KCNQ3 (Shapiro et al., 2000). La Oxo-M inhibi6 significativamente a las corrientes
KCNQ2/KCNQ3 heteroméricas cuando la [Ca®"); se fij6 a ~150 nM (20 mM BAPTA mas 10

mM Ca’" en las pipetas de registro). La inhbicién fue menor cuando unicamente se incluy6 20
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mM de BAPTA en la soluci6n interna. Estos datos apoyan la sugerencia de que se requiere una
minima cantidad de [Ca”]; para que se pueda llevar a cabo la regulacién de la Iy por la via

muscarinica.

3.8. OTRAS ViAS DE REGULACION DE LA CORRIENTE M

Los efectos de la activacion del receptor de bradicinina (B,R) también han sido
estudiadados con el propdsito de ahondar sobre la modulacion del canal M. El esquema 9
resume el trabajo realizado por varios laboratorios con el fin de dilucidar esta via. La BC activa
al receptor de BC (B2R), que al igual que el M;AChR se encuentra acoplado a la proteina Gy
(Caulfield er al, 1994). El agonista del receptor M; no aumenta la [Ca’]; e inhibe
consistentemente a la Iy con la [Ca*'}; fijada, los receptores de IP; bloqueados o con la
deplecion de los reservorios internos de Ca?* (Brown ef al., 1989; Cruzblanca et al., 1998;
Shapiro et al., 2000). Se ha acumulado evidencia considerable de que la deplecion de PIP, es
central para estas acciones (Ford et al., 2003; Suh et al., 2004; Suh y Hille, 2002; Winks ef al.,
2005; Zhang et al., 2003). Sin embargo la BC, que también inhibe a los canales M, aumenta la
[Ca*'];. Su accion se interrumpe bajo cualquiera de los efectos arriba mencionados (Cruzblanca
et al., 1998). Se piensa que la inhibicion por BC esta mediada por los iones de Ca”’, liberados
de reservorios, que se unen a la CaM, la cual actia como el sensor del Ca®' del canal. Por lo
tanto, la sobre-expresion en las neuronas de una CaM negativa dominante, que no se puede unir
al Ca*', interrumpio6 la regulacién por BC, pero no tuvo ningiin efecto en la acciéon muscarinica;
y en un sistema reconstituido, la CaM se requiri6 para que los canales KCNQ fueran sensibles a

Ca*' (Gamper y Shapiro, 2003). Ademas, la regulacion de algunas de las subunidades KCNQ
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por cinasas de tirosina de Src representan un tercer modelo de modulacién desvinculada de la

sefializacion por proteinas G (Gamper et al., 2003).

Algunos trabajos sugieren que la discrepancia entre la [Ca®"]; requerida para bloquear
las acciones de los M;AChR y de los B,R reflejan diferencias cuantitativas en la eficiencia de
acoplamiento de estos receptores a sus efectores (Haley et al., 2000, Delmas et al., 2002;
Delmas et al., 2004). Se propone que varios componentes de la via de sefializacion —
receptores, proteinas G, PLC y (algunas veces) el blanco final — tienden a conjuntarse dentro de
‘microdominios’ con la ayuda de proteinas andamio o proteinas de anclaje (Delmas ef al.,

2004).

Canal M

-~

Esquema 9 Representacion esquematica de las vias de sefializacion que regulan a la corriente M. El
esquema representa al receptor muscarinico 1 (RM,) y al receptor de bradicinina (RB,), los cuales
activan una proteina Gy;. La via principal de accion del RM, es la deplecion del PIP,, y la del RB,
es la deplecion del Ca™* (modificada de Shapiro, 2004).
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3.9. ACCIONES CLASICAS DE LOS ANTIDEPRESIVOS TRICICLICOS

La mayoria de los antidepresivos ejercen sus acciones primarias sobre el metabolismo
de los neurotransmisores monoaminérgicos y sus receptores. De manera particular, los
antidepresivos triciclicos (ATC) como la imipramina (IMI) y sus derivados inhiben la recaptura
de norepinefrina (NE) (Horn ét al., 1971) y el transporte de serotonina (5-HT) (Barbaccia et al.,
1983) en las terminales nerviosas. Se ha propuesto que los ATC se unen a ciertos sitios de
reconocimiento en las célula y de esa forma afectan la recaptura de 5-HT y NE (Marcusson et
al., 1986).También son antagonistas de los receptores a-adrenérgicos (Nomura et al., 1987),
histaminérgicos (Green y Maayani, 1977; Richelson, 1978) y colinérgicos (Somogyi y Perel ,

1989; Golds et al., 1980; Nomura et al., 1987).

La IMI, fue uno de los primeros antidepresivos sintetizados en los afios 40’s que desde
principios de los 60’s, ha sido ampliamente usada para el tratamiento de la depresion. Debido a
su estructura quimica, este compuesto se refiere frecuentemente como “antidepresivo
triciclico”. Como se muestra en el esquema 10, la estructura de la IMI esta compuesta por tres
anillos caracteristicos, dos anillos aromaticos y uno ciclico, donde el heteroatomo es un
nitrégeno. La molécula tiene otro nitrogeno en la cadena central que esta separado del primer

nitrégeno por tres carbonos.
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Esquema 10 Estructura quimica de la imipramina. Ist4 formada
por un anillo central, dos arométicos y una cadena central.

4.0. ACCIONES DE LOS ANTIDEPRESIVOS TRICICLICOS

SOBRE LOS CANALES IONICOS

Aunque esta bien establecido que la IMI y los ATC relacionados potencian la accién de
las aminas biogénicas mediante el bloqueo de su inactivacion fisiologica, transporte o
recaptura, en las terminales nerviosas (Hom er al., 1971; Barbaccia ef al., 1983), existen
evidencias que sugieren que pueden actuar sobre canales iOnicos. Bennett y Middleton (1975)
por ejemplo, reportaron que el ATC desipramina prolonga el potencial de accion preterminal de
las neuronas simpaticas de rata mediante un mecanismo que no parece involucrar las acciones
clasicas del ATC, es decir, la captura de las catecolaminas. Estas, acciones sin embargo,
podrian explicarse mediante el bloqueo de las corrientes de K. Mas especificamente, se ha
mostrado que la IMI actia sobre una variedad de canales idnicos: canales de K" cardiacos
(Delpon et al., 1992; Valenzuela et al., 1994), neuronales dependientes de voltaje (Ogata ez al.,

1989; Wooltorton y Mathie, 1993, 1995; Kuo 1998), activados por Ca*" (Dreixler et al., 2000;
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Terstappen et al., 2001; Gavrilova-Ruch et al, 2002), canales EGL-2 (Weinshenker et al.,
1999), hERG (Teschemacher et al., 1999), hEAGI (Garcia-Ferreiro et al., 2004); canales de
Na' cardiacos (Ogata y Narahashi, 1989; Habuchi et al., 1991) y neuronales (Ogata et al., 1989;
Yang y Kuo, 2002); y canales de Ca*" (Ogata et al., 1989; Choi et al., 1992). La IMI inhibe
estos canales i6nicos con un ICso en el rango de 1 a 30 uM y la curva concentracién-respuesta

se ajusta a un coeficiente de Hill cercano a 1.

En la familia de los canales de K" hay una fuerte evidencia de que la IMI bloquea a los
canales I, en miocitos atriales (Delpon et al., 1992; Casis y Sanchez-Chapula, 1998) y en
neuronas de hipocampo (Kuo, 1998) por un mecanismo de bloqueo de canal abierto similar al
descrito para los canales Ether a go-go (Eag) (Garcia-Ferreiro et al.,, 2004). Sin embargo,
contrario a lo propuesto para los canales Eag, Kuo (1998) sugiere que la IMI bloquea a los
canales I en su forma no cargada y que el sitio de union esta localizado en el lado extracelular
del canal. Wooltroton y Mathie (1993, 1995), quienes analizaron el efecto de varios
antidepresivos triciclicos sobre la 1, de neuronas simpaticas de rata, también propusieron la
existencia de un sitio de unién externo con una alta afinidad para la forma no cargada de estos
farmacos. Garcia-Ferreiro et al. (2004), por el contrario, sugieren que la IMI permea la
membrana e inhibe a los canales Eag mediante su union selectiva al canal abierto. Proponen
que la IMI cruza la membrana en su forma no cargada y que actaa desde el interior en su forma
cargada en un sitio localizado cerca de la parte interna del filtro de selectividad, desde donde

compite con el TEA intracelular pero no extracelular.

Por otro lado, Teschemacher et al. (1999) reportaron que el bloqueo por IMI de los
canales HERG transfectados en las células CHO bloquea estos canales tanto en estados

cerrados como abiertos. Las observaciones de Teschemacher ez al. (1999) de que el bloqueo del
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canal heterologo no altera dramaticamente la cinética de los Lizrg, y que el bloqueo es
relativamente independiente del voltaje, estan en concordancia con la observacion del bloqueo
del componente sostenido del Ixy por ATC realizadas en el ganglio simpatico (Wooltorton y

Mathie, 1993).

Estos datos indican que la IMI inhibe a las corrientes de K' a través de diferentes

formas.

4.1. LOS ANTIDEPRESIVOS TRICICLICOS

Y SISTEMAS DE SENALIZACION INTRACELULAR

De manera interesante, los ATC también promueven la actividad de sistemas de
sefializacion intracelular en diversos tipos celulares. Joshi et al. (1999) examinaron el efecto de
los ATC amitriptilina y desipramina en la sefializacién del Ca®" en lineas celulares de origen
neuronal. Para estudiar el mecanismo involucrado en la movilizacion del Ca®, utilizaron
agentes farmacolégicos que inhiben la formacion de IP; en las células y bloqueadores de los
canales de Ca?'. Ellos proponen, en concordancia con Shimizu et al. (1993) que ambos
farmacos liberan Ca®* desde los reservorios sensibles a IP; mediante la activacion de la PLC.
Otros investigadores demuestran que altas concentraciones de ATC estimulan la formacion de
fosfatos de inositol marcados con H® en rebanadas de corteza cerebral de rata. Fukuda et al.
(1994) en un estudio bioquimico, examinaron el efecto de ATC (IMI, desipramina y
amitriptilina) sobre la actividad de la PLC. Encuentran que la IMI estimula la actividad de la
PLC tanto en el citosol como en la membrana de células de corteza frontal de rata. La

preincubacion en el citosol con el anticuerpo anti-PLCB1 previno la activacion de la PLC
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mediada por IMI. Sin embargo, la preincubacion del citosol con el anticuerpo anti-PLCy1 o anti
PLCS1 no previno la activacion de la PLC. Estos resultados sugieren que la IMI activa a la
PLCB1 directamente sin la participacion de receptores o la mediacion de proteinas de
nucledtidos de guanina. Posteriormente, Cadiou y Molle (2003) utilizan a la IMI para
determinar si los cilios olfativos de pescado (carpa) contiene una PLC funcional. Estos
resultados descartan la posibilidad de que los efectos de los ATC y en particular de la IMI sean

exclusivos sobre receptores de membrana o transportadores de neurotransmisores.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tras varios afios de investigacion realizados principalmente en lineas celulares
transfectadas con las subunidades KCNQ2/KCNQ3, se ha propuesto que el PIP, regula la
actividad de varios canales (Ford er al., 2003; Hilgemann y Ball, 1996; Loussouarn et al., 2003)
y transportadores (Hilgemann y Ball, 1996). En el caso de la regulacion del canal M, la
hipétesis propone que la reduccion en la concentracion de PIP,, como ocurriria después de la
activacion de la PLC (Willars et al, 1998), es la responsable del cierre de estos canales
inducido, y por lo tanto, de su inhibicion inducida por agonistas (Suh et al., 2004; Suh y Hille,
2002; Winks et al., 2005; Zhang et al., 2003). De este modo, se ha mostrado que la inhibicion
de la Iy mediada por receptores muscarinicos es irreversible cuando el reciclaje de las reservas

de PIP; sensibles a agonistas se bloquea por inhibidores de cinasas (Suh y Hille, 2002).

De manera interesante, los ATC como la IMI ejercen una variedad de acciones tanto
sobre receptores de membrana, como en la inhibicion de la recaptura de neurotransmisores en
las terminales aminérgicas. A través de este ultimo mecanismo, aumentan la disponibilidad de
los niveles de neurotransmisores y restablecen el balance de éstos en el sistema nervioso. Sin
embargo, también se ha mostrado que la IMI actia sobre una variedad de canales i0nicos.
Estudios bioquimicos han revelado que la IMI y farmacos derivados son capaces de activar
substratos intracelulares (Shimizu ef al., 1993; Fukuda et al., 1994; Joshi et al., 1999; Cadiou y
Molle, 2003), lo cual descarta la posibilidad de que sus eféctos sean exclusivos sobre receptores

de membrana o transportadores de neurotransmisores con efectos a largo plazo.

La Iy es relevante por su papel en la regulacion de la excitabilidad celular y podria ser

otro blanco de estos farmacos. Esta corriente al reducirse aumenta generalizadamente la
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excitabilidad, lo cual se traduce en un incremento en el patron de disparo de potenciales de
accion en las neuronas postsinapticas. En condiciones fisiologicas la actividad de la Iy, la cual
esta activa en las células en reposo y en valores del potencial cercanos al umbral del potencial
de accion, reduce las descargas neuronales, en tanto que el efecto opuesto ocurre a medida que

se inhibe la In.

Por lo tanto, el propdsito del presente trabajo fue estudiar si el antidepresivo triciclico
IMI afecta la cascada de sefializacién intracelular que regula naturalmente a la corriente de K"
tipo M, sin la participacion de receptores membranales en las SCGs de rata, como se ha
mostrado para las neuronas de corteza frontal de rata. Proponemos que la IMI ejerce sus

acciones a nivel intracelular activando directamente a la PLC.
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5. HIPOTESIS

Si la imipramina afecta a la cascada de sefializacion intracelular que regula
naturalmente a la corriente de K tipo M (Ins), entonces su aplicacion intracelular o su ingreso
desde el lado extracelular activara alguna enzima, probablemente una fosfolipasa C, lo cual

inhibira a la Iy
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Investigar el mecanismo de accion intracelular por el cual el antidepresivo triciclico IMI afecta

alaly

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar electrofisiolégicamente el efecto de la IMI sobre la Iy.
Caracterizar la dependencia del voltaje de la Iy en presencia de la IML
Determinar si la IMI incide sobre una proteina G para inhibir a la I,

Determinar si la IMI ejerce sus acciones directamente a nivel intracelular, sin participacion de

receptores de membrana.

Mostrar evidencia de que la forma hidrofobica de 1a IMI es la responsable de sus acciones
intracelulares.

Estudiar si el efecto de la IMI sobre la Iy es dependiente del Ca*".
Determinar si la IMI inhibe a la Iy como resultado de la activacién de la PLC.

Determinar si la IMI reduce a la Iy como consecuencia de la deplecion del PIP,.
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7. METODOS

7.1. CULTIVO DE LAS NEURONAS DE LOS

GANGLIOS SIMPATICOS CERVICALES SUPERIORES

Esta bien documentado que en las SCGs se puede aislar a la Iy (Marrion et al., 1987)
con el método de fijacion de voltaje en configuracion whole-cell. Existen varias razones para
utilizar estas neuronas como modelo de estudio. En primer lugar, estas neuronas son faciles de
aislar ya que el ganglio simpatico cervical superior es prominente y es una entidad anatomica
bien definida. Segundo, esta preparacion es una de las preparaciones mas homogéneas en
términos morfologicos (Banker y Goslin, 1991), bioquimicos (Higgins et al, 1992) y
electrofisiologicos (Schofield y Ikeda, 1988) en vertebrados. Tercero, las SCGs se adaptan y
crecen rapidamente en una variedad de medios y substratos, en ausencia o presencia de otros
tipos celulares. Cuarto, las SCGs de ratas adultas en cultivo conservan sus propiedades
fisiologicas naturales y son un modelo que posibilita el estudio de las corrientes membranales
reguladas por voltaje. Se sabe (Schofield y Ikeda, 1988) que en esta preparacion se encuentra

prominentemente la Is (Marrion et al., 1987, Schofield y Ikeda, 1989).

7.2. PREPARACION DE CULTIVOS PRIMARIOS

DE LAS NEURONAS DEL GANGLIO CERVICAL SUPERIOR DE RATA

Las SCGs se cultivan por métodos convencionales (Beech et al., 1991; Bemheim et al.,
1991) modificados (Garcia et al., 1998). En esta metodologia la dispersion celuluar es
enzimatica secuencial multiple. Las SCGs se extraen de ratas (Wistar) macho de 5 semanas.

Las ratas se sacrifican con CO; y se decapitan cortando cerca de las claviculas. La cabeza se
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coloca con la cara hacia arriba en un una base de diseccion. El torax se asegura con dos
alfileres. Un tercer alfiler se utiliza para hiperextender la cabeza; este estiramiento facilita la
exposicion del ganglio. Se realiza una incision media en el cuello que se extiende desde la base
de la garganta hasta la barbilla. En la linea media se separan, sucesivamente, la piel y la
musculatura del cuello hasta exponer la traquea. Una vez localizada, ésta es retraida hacia la
parte rostral. Esto deja a la vista a las glandulas submandibulares, las cuéles se remueven para
exponer la capa de muisculo. En este punto la bifurcacion de la arteria carétida y el nervio vago
son visibles. En la parte lateral de la bifurcacion de la car6tida se encuentra el ganglio nodoso.
Las SCGs yace justo en la base de la bifurcacion cardtida en su aspecto medio y se puede
encontrar replegando la arteria carétida. El complejo ganglio, nervio vago y arteria carotida se
remueve como una sola unidad. Posteriormente se disecan los ganglios y se colocan en la
solucion salina Hanks modificada libre de Ca® y de magnesio. A continuacion, se remueve
mecanicamente la capsula de tejido conectivo de cada ganglio con el fin de aumentar la
relacion entre el nimero de neuronas y el nimero de células no neuronales (fibroblastos)
presentes en forma inicial en los cultivos. Después de la remocion de las capsulas, los ganglios
se cortan transversalmente en seis u ocho fragmentos pequefios de ~ 4 mm, para aumentar la la
superficie del ganglio accesible a las enzimas proteoliticas, y asegurar una digestion méas

uniforme del mismo (Bashor, 1979).

Después de la diseccion, el ganglio se disocia mediante la exposicion a varias enzimas,
la mayoria de las veces esta disociacion enzimatica es seguida por la dispersion mecanica de la
células (se pasa el ganglio a través de pipetas serologicas con punta angosta). La primera
incubacion se hace con 20 U/ml de papaina, ésta es seguida por dos incubaciones con 1 mg/ml

de colagenasa y 10 mg/ml de dispasa. Cada incubacion se realiza por 20 min a 37°C. La
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disociacion final del tejido se obtiene mecanicamente. La actividad enzimatica se detiene por
adicion de medio de cultivo L-15 de Leibowitz adicionado con 10% de suero bovino fetal. Las
células se centrifugan durante 7 min y se resuspenden dos veces con el mismo medio. En la
tltima centrifugada las células se resuspenden en un volumen pequefio (~0.5 ml), y 70 pl de
esta suspension se siembra en cajas de Petri de 35 mm para cultivo de tejidos, previamente
cubiertas con Poli-L-lisina. La Poli-L-lisina se utiliza como substrato para que las neuronas
simpaticas se adhieren a las cajas de cultivo, al promover la interaccién electrostatica entre los
iones negativamente cargados de la membrana celular y la superficie de las cajas de cultivo. El
medio modificado Eagle de Dulbecco (D-MEM-Dulbecco’s Modified Eagle Medium) se utiliza
en el sembrado de las células. Este medio es rico en glucosa y esta disefiado para equilibrarse a
una atmosfera que contenga 10% de CO,. El medio se complementa con 10% de suero fetal
bovino para proveer los micronutrientes y factores de crecimiento necesarios para la
supervivencia celular. Las neuronas se colocan en anillos de clonacién de acrilico, tratados con
Sigmacote (SIGMA) y previamente situados en el centro de cada caja de cultivo (35 mm de
diametro). Esto con el fin de mantener a las neuronas centradas y para evitar asi su dispersion.
Las cajas se transfieren a un incubador a 37°C (10% CO,). Los anillos de clonacién se quitan

después de 40 min.

Inmediatamente después de la disociacion, las SCGs tienen un soma que puede medir
de 20 a 50 uM y presentan algunas dendritas débilmente adheridas al sustrato. Después de una
hora, las neuronas han reabsorbido sus dendritas y se han vuelto mas esféricas. Al término de

unas cuatro horas las neuronas se encuentran adheridas.
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7.3. REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA CORRIENTE M

El método de fijacion de voltaje en configuracion whole-cell es un método poderoso
para el estudio electrofisiologico de las corrientes i6nicas macroscopicas que fluyen a través de
la membrana celular. Con este método electrofisiologico se puede controlar el potencial de
membrana, lo cual permite el estudio de la dependencia de voltaje de los canales idnicos y sus
caracteristicas cinéticas. Algunas de las ventajas de este método son las siguientes: Primero, los
registros son resultado del promedio de las respuestas de todos los canales que se encuentran en
la membrana de la célula. Segundo, se puede controlar la composicion del interior de la célula
a través del electrodo de registro.

Las corrientes se registran, a temperatura ambiente, utilizando la técnica de fijacion de
voltaje (Hamill ez al., 1981) con un amplificador EPC7 (marca). El protocolo para los voltajes
se genera, y los datos se digitalizan, registran y analizan mediante el sistema BASIC-

FASTLAB (Indec Systems, Capitola, CA) (Garcia et al., 1998).

Los datos estadisticos se expresaron como el promedio +/- el error estandar del
promedio (SEM) y los promedios de la muestra se compararon con una prueba t de Student no

pareada. *p<0.05; prueba t versus control.
7.3.1. Aislamiento de la corriente de K* tipo M

La Iy es una corriente que se activa a potenciales que van desde -30 mV hasta -60 mV,
en las SCGs. Se sabe, que a pulsos de voltaje despolarizantes se activan otras corrientes de K"
(Marrion et al., 1987; Lamas, 1999; Schofield y Ikeda, 1989) que dificultan el aislamiento de la

In. Por lo tanto, para estudiar a la Iy sin la contaminacion de otras corrientes empleamos la
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estrategia que utilizan varios grupos de investigacion (Adams ez al., 1982a y 1982b; Brown y
Adams, 1980; Suh y Hille, 2002): estudiar la relajacion (desactivacion) de dicha corriente
dando pulsos hiperpolarizantes (-60 mV) de 500 ms desde un potencial de mantenimiento

despolarizante (-25 mV) cada 4 s.

Las soluciones estan disefiadas para aislar a la Iy por métodos electrofisiolégicos, y de
sustitucion i6nica. Para aislar a la Iy utilizamos en la solucion externa K como cation externo
principal y TTX como bloqueador de los canales de Na'. La solucidn externa (en mM): 160
NaCl, 2.5 KCl, 5 CaCly, 1 MgCl,, 10 HEPES, 8 Glucosay 0.0002 TTX, pH = 7.4 con NaOH.
La solucién interna (en mM): 175 KCI, 5 MgClL,, 5 HEPES, 0.1 BAPTA, 4 NaATP, 0.3

Na,GTP y 0.1 leupeptina, pH ajustado a 7.4 con KOH.

Dado que en el presente proyecto se estudia el efecto de la IMI sobre el canal M que se
sabe es regulado por agonistas que se acoplan a proteinas G, la adicion de GTP a la solucion
interna es indispensable. Sin GTP, los efectos de los neurotransmisores que dependen de éste
desaparecen en 5 a 15 min en células pequefias y muy dializadas (Bean, 1992). El Mg?'
intracelular es necesario para el comienzo y la terminacion de la sefializacion por proteinas G

(Suh et al., 2004).
7.2.1.1. Decaimiento espontaneo de la corriente M
Como se menciond anteriormente, los registros de fijacion de voltaje en configuracion

de whole-cell permiten la dialisis de las moléculas tanto hacia adentro como hacia fuera de las

células. Esto puede llevar al decaimiento de la corriente (rundown).
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Varias sustancias se pueden agregar a la solucion intracelular para prevenir el rundown
de la corriente. El MgATP (2-3 mM) es esencial tanto para mantener activa a la corriente como
para permitir la regulacion de las corrientes por neurotransmisores. El GTP aunque parece ser
menos esencial también contribuye a mantener activa a la corriente. Ambos nucle6tidos se
adicionan a la solucién interna el dia del experimento. También se utiliza un inhibidor de
proteasas, la leupeptina que permite mantener a la corriente por varias horas. Asi mismo
la inclusion de substratos metabdlicos como la glucosa en la solucién externa disminuyen la
tasa del proceso de rundown del canal M. Por otro lado, las corrientes dependientes de voltaje
como la Iy y las mismas células son mas duraderas si la [Ca®'}; es amortiguada hacia niveles
bajos. Para lograr dicho proposito se utilizd como amortiguador el acido 1,2-bis(amino-etano

N,N,N,N-tetraAcetico) (BAPTA).

Sistema de perfusion rapida. La perfusion local extracelular continua de las soluciones
para aislar a la Iy y los recambios veloces de las mismas, se consiguieron mediante el arreglo
de cuatro microcapilares de acero inoxidable pegados entre si e insertados en la pipeta de
registro. La eleccién de perfusion de cada uno de los capilares se controlé con una serie de
valvulas solenoides. La perfusion rapida y continua permitio estudiar el efecto de substancias
aplicadas intracelularmente, como es el caso del farmaco utilizado en este trabajo de tesis,

evitando contaminacion del medio extracelular.
7.4. REACTIVOS

Los reactivos se obtuvieron de la siguiente manera: imipramina y oxotremorina-M

(RBI, Natick, MA, U.S.A.), GDPBS (SIGMA, St Louis, MO, U.S.A.), bradicinina (Pensinsula
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Laboratories, Belmont, CA, U.S.A)), BAPTA (Molecular Probes, Eugene, OR, US.A),
U73122, U73343, wortmanina y PIP, (a-fosfatidil-D-mio-inositol-4,5-bisfosfato, sal de
triamonio de cerebro de bovino) (Calbiochem, La Jolla, CA, U.S.A.). El U73122 y el U73343
se disolvieron en cloroformo hasta obtener una concentracion final de 5 mM. Posteriormente se
colocaron alicuotas en tubos Eppendorf, vy el solvente se evaporé bajo N,. Los tubos se
guardaron a 4°C. El dia del experimento una alicuota se disolvié en dimetil sulféxido (DMSO)
a una concentracion de 2.5 mM. El PIP; se disolvié en cloroformo y las alicuotas se guardaron
a -20°C bajo N,. El dia del experimento, el cloroformo se evapor6 bajo N, hasta dejar una capa
fina. La solucion de registro (intracelular)se mezclo con este residuo durante ~10 min y después

se sonicd en hielo hasta que la solucion se aclarara (~30 min).
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8. RESULTADOS

8.1. CARACTERIZACION DE LA CORRIENTE M
EN CULTIVOS PRIMARIOS DE LAS NEURONAS

DEL GANGLIO SIMPATICO CERVIAL SUPERIOR DE RATA

En los estudios de la regulacion de la Iy (Suh y Hille, 2002; Zhang et al., 2003), la no
inactivacion de esta corriente se toma como ventaja para aislarla de otras corrientes, estudiando
su desactivacion. Para lograrlo, primero activan a la Iy despolarizando la célula a -25 mV, y
luego la desactivan dando pulsos de voltaje hiperpolarizantes (-60 mV), como se describié con
detalle en los antecedentes. Este protocolo de pulsos hiperpolarizantes estd bien establecido
(Adams et al., 1982a y 1982b; Brown y Adams, 1980). Asi mismo, el agonista muscarinico
Oxo-M es uno de los compuestos mas empleados en la investigacion del mecanismo de

regulacién de la Iy y es, por lo tanto, una de la vias mejor esclarecidas.

Los primeros experimentos realizados para el presente trabajo de tesis tuvieron
como fin reproducir el registro clasico de la Iy en presencia y en ausencia del agonista
Oxo-M. La Oxo-M se utilizo en diversos experimentos para comparar su efecto con el de la
IMI. En la Fig.1A se muestran trazos tipicos de la Iy en ausencia y en presencia del
agonista muscarinico Oxo-M, obtenidos mediante la técnica de fijacion de voltaje en
configuracion whole-cell, de la SCG de rata. Esta célula se mantuvo a un potencial de
membrana relativamente despolarizado (-25 mV). A este voltaje la Iy se encuentra activa y
estable. Cuando se aplico un pulso hiperpolarizante (-60 mV) se observo la desactivacion

de la corriente. Posteriormente, la repolarizacion produjo una relajacion saliente. La
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amplitud de la Iy se midi6 en los registros de la desactivacién de la corriente como la
diferencia entre su amplitud promedio durante los 10 ms, comprendidos entre los 20-30 ms
de que se establecié la corriente (Y1) y el valor promedio durante los Gltimos 50 ms (Y?2).
Como se ha reportado (Brown y Adams, 1980; Bernheim ef al., 1992; Marrion et al. 1989),
la Ox0-M (10 pM) redujo la amplitud de la I La inhibicién de la corriente se observé en
la reduccion de la desactivacion de la corriente (Y1-Y2) y en el corrimiento de la corriente
de mantenimiento. En presencia de la Oxo-M la corriente permanecié sin cambios en su
cinética de desactivacion o cambios en su dependencia del tiempo (~ 100 ms). También
puede observarse que una minima parte del trazo de la desactivacion de la Iy en presencia
de la Oxo-M se vuelve parcialmente entrante. Se ha propuesto (Brown y Selyanko, 1985;
Colino & Halliwell, 1993; Lamas, 1998 ) que este efecto puede deberse principalmente a la
accion de una corriente de fuga de cloro (Brown y Selyanko, 1985) y/o a la corriente
cationica I (Lamas, 1998). La I, a -60 mV, potencial al cual se activa, aparece también
como una corriente de fuga (Colino & Halliwell, 1993). En el tercer trazo se muestra la
resta digital del trazo en presencia de la Oxo-M (2) al trazo control (1). Asi mismo, en la
Fig. 1B se observa el efecto inhibitorio caracteristico de la Oxo-M sobre el curso temporal

de la Iy del cual se recupera parcialmente durante el lavado.
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Fig. 1 Inhibicion tipica de la corriente M por oxotremorina-M. (A) Trazos sobrepuestos de la Iy

obtenidos con el protocolo de pulsos de voltaje que se muestra en la parte inferior, antes (1) v

durante la aplicacion de Oxo-M (10 pM) (2). (3) Trazo de la Iy; que resulta de restar digitalmente

el trazo en presencia de la Oxo-M (2) al trazo control (1). (B) Efecto inhibitorio de la Oxo-M sobre

la amplitud de la I. La amplitud de la Iy se midié como la diferencia entre el promedio de 10 ms

tomados a los 20-30 ms de que se establecio la corriente (Y1) y el promedio de los ultimos 50 ms

(Y2).

Posteriormente, para mostrar farmacolégicamente que la corriente registrada fluia a
través de los canales de K tipo M se utilizaron bloqueadores genéricos de las corrientes de K"
(TEA, Ba?") y un bloqueador especifico de la Iy (linopiridina). En la Fig. 2 se muestra que el
47.6 +3 %y el 39 + 5 % de la Ly se inhibi6 por los bloqueadores de los canales de K*, TEA (10
mM) y Ba®* (200 uM) respectivamente. El bloqueador selectivo de los canales M, la
linopiridina (10 pM), inhibié el 71.2 % de la Iy, Como se ha mostrado para neuronas de
hipocampo CAl (Schnee y Brown, 1998), el bloqueo de la Iy por linopiridina fue muy poco

reversible (observar el trazo 3 de la Fig. 2F).
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Fig. 2 Caracterizaciéon farmacoldgica de la corriente M. (A) Inhibicion de la Iy por TEA (10 mM).
(B) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (A) antes (1), en presencia de TEA (2) y durante
el lavado (3). (C) Inhibicion de la Iy por Ba™ (200 pM). (D) Trazos sobrepuestos de la Iy
representativos de (C) antes (1), en presencia de Ba®™ (2) v durante el lavado (3). (E) Inhibicion de la
Iy por linopiridina (10 pM). (F) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (E) antes (1). en
presencia de Ba™ (2) v durante el lavado (3).

También se observo el curso temporal rapido caracteristico de la inhibicion de la Ins por

estos bloqueadores. La 7t de inhibicion (en segundos) fue de 1.3 (n = 3) para el TEA, 10.4 =3

(n=4) para el Ba®, y de 11.3 + 3 (n = 4) para la linopiridina. Estos experimentos permitieron

identificar a la corriente registrada como una corriente de K" tipo M.
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8.2. LA IMIPRAMINA INHIBE A LA CORRIENTE M

EN FORMA REVERSIBLE Y DEPENDIENTE DE LA CONCENTRACION

Las acciones de la IMI sobre receptores de membrana (Cusack ef al., 1994; Golds et al.,
1980) y el bloqueo de la recaptura de neurotransmisores en las terminales aminérgicas (Frazer,
1997) han sido las mas estudiadgs, sin embargo, sus acciones a nivel celular y subcelular, y sus
repercusiones a nivel de la excitabilidad general estan ain pobremente entendidos. Por lo tanto,
en los siguientes experimentos se quiso explorar el efecto de la IMI sobre la I, la cual juega un
papel dominante en la regulacion de la excitabilidad celular. Con este propdsito, se registr6 el
curso temporal de la Iy en presencia de la IMI y se probaron diferentes concentraciones del

ATC.

La Fig. 3A muestra que 50 pM de IMI redujo la amplitud de la Iy en mas del 50% (80 =
3 %) y que se recuperd en ~ 80% durante el lavado posterior, lo cual sugirid la posibilidad
interesante de que este fairmaco aumentara la excitabilidad en el sistema nervioso a través de
una reduccién en la Iy, Si se toma en cuenta que a un potencial de mantenimiento de -25 mV la
Iv estaba completamente activa, la inhibicion de la I, también se manifestd por el
desplazamiento de la corriente de mantenimiento con respecto a la del control. La inhibicion
producida por la IMI, ademés de ser reversible, fué, también, dependiente de la concentracion

con un ICso de 7 uM y un coeficiente de Hill de 0.8 (Fig. 3E).

Es interesante notar que el ICso obtenido coincide con el reportado para la inhibicion de la
corriente de K" transiente (I) neuronal por IMI (7 uM) (Kuo, 1998) y con el de un rectificador
de K" tardio (6.8 uM) (Wooltorton y Mathie, 1993). El coeficiente de Hill cercano a la unidad

podria indicar que la IMI estuviera inhibiendo al canal M a través de un mecanismo de bloqueo
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directo del canal como se propone (Garcia-Ferreiro et al.,, 2004; Kuo, 1998; Wooltorton y
Mathie, 1993) para otros canales de K'. Sin embargo, llama la atencién el efecto retardado (t =
~16 s, n = 8) de la IMI sobre la Ly, el cual coincidié con la 7 de inhibicién obtenida para
agonistas que emplean una cascada que involucra un segundo mensajero (10-100 veces méas
lenta que la delimitada a la membrana que se lleva a cabo en < 1s). Esto abre la posibilidad de

que la IMI esté inhibiendo a la Iy; a través de un mecanismo indirecto.

o
720 ....-_u-—— B : <
1 a
. . e 2l AL
e, . .Q 3 iﬂolna
z . “"'4-\—--—_
B 360 A .
; L 2
8 ...-.
1] ' T T
0 50 100
Tiempo (s}
$ IMI0.01 pM . IMI1000 M
8 L 3 s
LF o
E
100 1
g
759
g
B
g 50
3
£ 25
ICeo = 7 UM
e
1IE-3 0.01 0.1 1 10 100 1000

IMI (M)

Fig. 3 Efecto de la imipramina sobre la corriente M. (A) Inhibicion de la Iy por IMI (10 uM). (B)
Trazos sobrepuestos de la I, representativos de (A) antes (1), durante la aplicacion de IMI (2) ¥
durante el lavado (3). Trazos sobrepuestos de la Iy en ausencia (1) y en presencia de IMI (0.01 pM)
(2). (D) Trazos sobrepuestos de la Iy en ausencia (1) y en preséncia de IMI (1000 uM) (2). (E) Curva
concentracion-respuesta. Las concentraciones de IMI se graficaron en una escala semilogaritmica.
Los datos se ajustaron a una funcion logistica, y = [(A;-A)/(1+X/Xo)")]+A,, en donde A, es el valor
inicial que corresponde al porcentaje minimo de inhibicién, A, el valor final que corresponde al
porcentaje méximo de inhibicion, X, el ICs y p el coeficiente de Hill.
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8.3. LA INHIBICION DE LA CORRIENTEM

ES INSENSIBLE AL VOLTAJE

Dado que hay antecedentes de que la IMI bloquea canales de K™ como el Eag, el I, por un
mecanismo de canal abierto (Garcia-Ferreiro et al., 2004; Kuo, 1998) y a canales HERG
mediante un mecanismo sensibh;s al voltaje (Teschemacher et al., 1999); se procedié a estudiar
si el efecto de la IMI era sensible al voltaje (Fig. 4). Para ello, se midié la activacion de la Iy en
el estado estacionario, antes y una vez que la IMI alcanzara su efecto maximo. Como se
esperaba, el umbral de activacion de la Ly estuvo cercano a -60 mV y la mayor parte de los
canales estuvieron activos a -30 mV. A diferencia de lo descrito en otros canales
(Teschemacher et al., 1999) la IMI unicamente redujo la conductancia macroscopica mediada
por los canales M en todos los pulsos de voltaje explorados, pero no cambié la curva de
activacion (Fig. 4B). Consistente con un mecanismo de inhibicioén insensible al voltaje, los
valores de la curva de activacioén en presencia de la IMI se sobrepusieron a los valores de la
curva de activacion control, cuando los valores de la inhibicion de la Ly por IMI se escalaron a
los de los valores control (Fig. 4C). La inhibicién de la Iy mediante un mecanismo insensible al
voltaje se confirmé con el ajuste de las curvas de activacion a una funciéon simple de
Boltzmann, el cual arrojé valores sin ninguna diferencia significativa en el Vy, y en el factor de

la pendiente (ver Tabla 1).
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Fig. 4 Curva de conductancia-voltaje de la cormiente M. (A) Protocolo de pulsos: pulso de
mantenimiento a -70 mV precedido por prepulsos despolarizantes en escalones de 5 mV (desde -70
mV hasta - 35 mV), desde un potencial de mantenimiento de -25 mV. (B) Curva conductancia-
voltaje para los canales M, construida mediante el protocolo mostrado en (A), antes (circulos) y
durante la exposicion IMI (tridngulos). La V,, y los valores del ajuste de la funcién de Boltzmann
se muestran en la tabla 1 (n=4). (C) Los datos de la curva conductancia-voltaje de la Iy relativa con
IMI (trisngulos) mostrados en (B) se escalaron a los datos control (circulos abiertos). El ajuste de
Boltzmann de los datos control y en presencia de IMI estén sobrepuestos.

I (pA/pF) Vip (mV) K(g/mV)
Control 0.76+.03 -55.89+ .8 6.43+0.6
IMI 0.41+.01 -56.01+.8 6.85+0.6

Tabla 1. Parimetros derivados del ajuste de una funcion de Boltzmann simple.
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Por otro lado, se ha propuesto (Armstrong y Bezanilla, 1977; Bezanilla y Armstrong,
1977) que un mecanismo de bloqueo de canal abierto modifica la cinética de la corriente. Por
ejemplo, la alteracion de la cinética de la corriente de los canales HERG por IMI llevaron a
Teschemacher ez al. (1999) a sugerir un bloqueo parcial del canal en estado abierto. Con la
intencién de examinar si la IMI inhibi6 al canal M mediante un mecanismo de bloqueo de canal
abierto, se ajust6 una exponencial simple a las corrientes de cola. El ajuste arrojé una t de 87 +
7 ms (n=9) y 87.8 £ 9 ms (n = 8) para el control y para la IMI respectivamente. Estos datos
indicaron que la IMI no modifico la cinética de desactivacion y tampoco indujo cambios en la

dependencia del tiempo de la Iu.

La 1 de inhibicion de la Ly por IMI, su insensibilidad al voltaje y la ausencia del cambio
en la cinética de desactivacion en presencia de la IMI sugirieron un mecanismo de inhibicion de

la Ins por IMI distinto al de un bloqueo de canal abierto.

8.4. LA IMIPRAMINA APLICADA EN LA PIPETA DE REGISTRO

REDUCE LA CORRIENTEM

En los experimentos previos la IMI se aplic6é en el medio extracelular. Sin embargo, la
forma no cargada de la IMI pudo haber cruzado la membrana facilmente. Debido a que tanto la
soluciéon externa como la interna se encontraban a pH 7.4, y no hubo un “lavado” continuo y
rapido del espacio intracelular, la concentracion de la IMI intracelular pudo haber aumentado y
alcanzado los mismos niveles de concentracion que la IMI en la solucion externa. Por ello, debe

descartarse el efecto intracelular de la IML
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Tomando ventaja del cambio rapido y continuo de la solucién del espacio extracelular en
el dispositivo experimental, se examiné el efecto de la IMI mediante la adicién de 50 uM de
IMI a la soluciéon de la pipeta. Bajo estas condiciones, la IMI que cruz6 la membrana
alcanzando el exterior se lavo rapidamente, y por lo tanto la IMI que se aplicé en el interior no
aumento su concentracion en la solucion externa. De manera similar a lo encontrado en los
experimentos en los que se aplico la IMI extracelularmente, la IMI aplicada a través de la
pipeta de registro inhibi6 a la Iy después de algunos segundos de haberse roto el sello (Fig.
5B). La IMI en estas condiciones inhibi6 a la Iy en un 47 + 8 % (n = 16). La recuperacion de la
I de su inhibicién por IMI no se observé debido a que la IMI se aplicé en la pipeta de registro
y por lo tanto no se pudo lavar su efecto sobre la In. El efecto de la IMI también pudo

apreciarse en los trazos representativos de este experimento en el panel 5B.

gl
100 me
IMI pip
B
150 1 .
-y
" e
Som®
3 .
= .
e 75 e® o
E ‘.MOO:..
) = — v
0 o0 180
Tiempo (s)

Fig. 5 Efecto de la aplicacion de la imipramina en la pipeta de registro sobre la corriente M. (A)
Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (B) en ausencia (1) y en presencia de IMI (2). (B)
Efecto inhibitorio de la IMI (50 uM ) sobre la amplitud de la Iy.
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Estos datos sugirieron la posibilidad de que la IMI estuviera cruzando la membrana y
desde el interior estuviera inhibiendo a la Ly, como se propone para la inhibicién de los canales

hEag]1 (Garcia-Ferreiro et al., 2004).

8.5. LA INHIBICION DE LA CORRIENTE M POR IMIPRAMINA

AUMENTA APHS

Se han realizado diversos experimentos con el objeto de investigar cuél es la forma de
la IMI responsable de la inhibicion de algunos canales de K*. Como se expuso en los
antecedentes, en algunos casos se ha propuesto que los ATC como la IMI y la amitriptilina en
su forma neutra son las responsables de la inhibicion de la I, (Kuo, 1998) y de un rectificador
de K" tardio (Wooltorton y Mathie, 1995) respectivamente. En cambio se sugiere (Garcia-

Ferreiro et al., 2004) que es la forma cargada de la IMI la que inhibe al canal hEagl.

Dado que la IMI es una base débil que se puede protonar y volver una molécula cargada
en solucion acuosa, se realizaron experimentos cambiando el pH de la solucion externa en
presencia de la IMI para indagar acerca de la forma quimica de la IMI que inhibe con mayor
eficiencia al canal M. Se utilizé una concentracién nominal de 5 uM de IMI para ver el efecto
mas claro de la IMIn. Como el pKa de la IMI es de 9.5, a pH 7.4 se encuentra mayormente
cargada. En las Fig. 6A y 6B se aprecia que el efecto de la IMI se vi6 favorecido cuando se

aument6 el pH extemo de 7.4 a 8. Lo cual sugirid6 que la IMIn es més activa que la forma

cargada.
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Fig. 6 Efecto del pH en la inhibicién de la corriente M por imipramina. (A) Efecto inhibitorio de la
Iy por IMI a plI 7.4, y a pll 8. (B) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (A) en ausencia
(1), y en presencia de IMI a pH 7.4 (2) y a pH 8 (3). (C) Resumen de datos de la inhibicion de la Iy
por IMI a pH 7.4 y a pH 8. (D) Resumen de datos de la densidad de la Ly a pH 7.4 y a pH 8.

La IMI a pH 7.4 produjo una inhibicion de 45.8 %. Este porcentaje de inhibicion
aument6 a 88.3 % a pH 8 (Fig. 6C). Con el fin de descartar cualquier efecto directo del pH
sobre la Iy se compar6 la densidad de la corriente a pH 7.4 y a pH 8 en ausencia de la IMI. El
cambio de pH desde un valor fisiologico a un nivel alcalino no tuvo un efecto significativo

sobre la densidad de la Iy (Fig. 6D). La densidad mediade lalyyapH 7.4y 8 fue de 1.5 £ 0.1
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pA/pF y 1.6 = 0.1 pA/pF, respectivamente. Consecuentemente la mayor inhibicién de la Iy a

pH 8 pudo deberse a una mayor concentracion intracelular de IMIn (ver discusion).

8.6. LA IMIPRAMINA INHIBE A LA CORRIENTE M

SIN LA ACTIVACION DE LA PROTEINA G

Dado que una de las principales vias de regulacion de la Iy es a través de la activacion del
receptor muscarinico M;, en experimentos preliminares del laboratorio se descarto la activacion
de este receptor por IMI en la inhibicién de la I La aplicacion del antagonista del receptor
muscarinico M;, pirenzepina no modificé la inhibicién de la Iy por IMI. Asi mismo, la
inhibicion de la Iy por IMI se mantuvo en presencia del antagonista muscarinico My. Este
resultado junto con resultados anteriores sugirieron que la IMI inhibe a la Iy en un paso
posterior a la activacion de algun receptor membranal. En las neuronas del ganglio de la raiz
dorsal, la interrupcién de la inhibicién de los canales de Ca®* tipo L por IMI en presencia de
PTX indico la participacion de una proteina G (Choi et al., 1992). Por lo tanto, la IMI pudo
haber inhibido al canal M mediante la activacion de una proteina G. En la Fig. 7 se muestran
experimentos que descartaron esta posibilidad, mediante la dialisis de las neuronas con el
bloqueador de la sefializacion por proteinas G, GDPBS. La via muscarinica, la cual inhibe a la
Im mediante la activacion de una proteina G, se utilizé6 como indicador de que el GDPBS estaba

activo.

Bajo condiciones control, cuando las neuronas se dializaron con la solucion interna que
contenia GTP (0.3 mM), se observo la inhibicion caracteristica de la Iy por Oxo-M (10 uM) y

por IMI (10 uM). La corriente se inhibi6 en mas del 70% por Oxo-M y se recuperd
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parcialmente después del lavado de la Oxo-M . Posteriormente se observd un 50% de
inhibicién por IMI (Figs. 7A y B). Por el contrario, y como se esperaba, cuando se dializaron
las neuronas durante 10 min con GDPS, la inhibicion de la corriente por Oxo-M, se suprimié
significativamente (Fig. 7C y D). Bajo estas mismas condiciones, en cambio, se observé que el
efecto de la IMI sobre la Iy fue similar al mostrado en la Fig. 7A. Permanecié la inhibicion de
la corriente y no hubo un cambio en la cinética de la inhibicion (Figs. 7C y D). Esta diferencia
en la dependencia de la proteina G entre la Oxo-M y la IMI se confirmé en otros experimentos
cuyos resultados se resumen en la Fig. 7E. El porcentaje de inhibicién de la Iy por Oxo-M en
condicion control fue de 81.7 £ 4 (n = 6) y en presencia de GDPBS de 12.4 + 4 (n=5). Parala
IMI, en condiciones control, el porbentaje de inhibicion fue de 53.7 + 4 (n = 6) y en presencia

de GDPBS fue de 50.3 £ 3 (n=06).
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Fig. 7 Efecto de la imipramina sobre la commiente M en presencia del bloqueador de proteinas G,
GDI'8S. (A) Inhibicién de la Iy por 10 uM de Oxo-M y 10 uM de IMI en ausencia de GDI'BS en la
pipeta de patch. (B) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (A) antes (1) y durante la
aplicacion de Oxo-M (2) e IMI (3). (C) Inhibicién de la Iy por 10 pM Oxo-M y 10 uM IMI en

presencia de GDPBS (3 mM) en la pipeta de patch. (D) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos
de C antes (1) y durante la aplicacion de Oxo-M (2) e IMI (3). (E) Resumen de los experimentos.

La IMI, por lo tanto, podria estar inhibiendo al canal M en un paso posterior a la
activacion de la proteina G. Algunos datos indican que la IMI activa directamente a la PLC
(Fukuda ef al., 1994; Cadiou y Molle, 2003) y promueve la formacién de IP; en neuronas de
corteza frontal de rata (Shimizu ef al., 1993). Si se considera que la IMI inhibi6 a la Iy con una
1 de inhibicién prolongada (16 s), sin cambios en su dependencia del voltaje o cinética (ver Fig.

4), llama la atencién que estos efectos fueron similares a los obtenidos en la inhibicién de la Iy



por los agonistas muscarinicos (Suh y Hille, 2002) y el neuropéptido BC (Jones et al., 1995;
Haley er al, 2000). La pregunta que emergié entonces fue si la IMI activa substratos

intracelulares para inhibir a la Iys.

8.7. LA IMIPRAMINA REQUIERE DE LA ACTIVACION

DE LA FOSFOLIPASA C PARA INHIBIR LA CORRIENTEM

A fin de explorar la posibilidad de que la IMI estuviera afectando una via de sefializacién
especifica que involucra la activacion de la PLC, se procedio a utilizar un inhibidor genérico de
la PLC, el U73122 y su analogo inactivo, el U73343. Se utiliz6 a la BC como indicador de que
el inhibidor y el analogo inactivo estuvieran activos. En estos experimentos las SCGs se

incubaron con el U73343 (10 uM; Figs. 8A y C) o con el U73122 (Fig. 8E) durante 5 min.

En concordancia con los resultados ya reportados (Cruzblanca et al., 1998; Suh y Hille,
2002) se observo, en presencia del analogo inactivo, la inhibicion (38.1 + 7 %; n = 5)
caracteristica de la I¢ por BC (100 nM) (Fig. 8A). Asi mismo se observo que la inhibicion de la
Inm por BC no se revirtié con facilidad en presencia del U73343. Este resultado pudo deberse a
dos factores. Primero, a que en condiciones control la recuperacion de la Iy se lleva acabo en
varios cientos de segundos (>300) (Cruzblanca et al., 1998), y segundo a que el U73343 al
reducir la amplitud de la Iy (Subh y Hille, 2002) dificulte la recuperacion de la Iy de su

inhibicion por IML

Esta inhibicion se suprimi6 en las células tratadas con el inhibidor de la PLC (2.7 £ 2 %,

n = 10; Fig. 8E). En el caso de la IMI (10 uM), la inhibicién en presencia del analogo inactivo
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(54.1 £ 6 %, n = 10; Fig. 8C) fue semejante al porcentaje obtenido en las células control (58.1
+ 2 %, n=9). No obstante, puede apreciarse en la Fig. 8E que la inhibicion de la I por IMI en

presencia del inhibidor de la PLC se redujo (14.2 + 4 %, n = 8) significativamente (P < 0.05).

Estos resultados, sugirieron la posibilidad de que la IMI estuviera inhibiendo a la Iy
mediante la activacion de la PLC. Surgio, entonces, la pregunta ;Es posible que la IMI inhiba

al canal M mediante un mecanismo similar al de la BC o al de la Oxo-M?
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Fig. 8 Efecto de la bradicinina y la imipramina sobre la corriente M en presencia del inhibidor de la
PLC, U73122. Las SCGs se incubaron con el aminoesteroide U73122 (10 uM) o con su anlogo
inactivo U73343 (10 uM). (A) Efecto del U73343 sobre la amplitud de la Iy en presencia de BC (100
nM). (B) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (A). (C) Efecto del U73343 sobre la
amplitud de la Iy en presencia de IMI (10 uM) (A). (D) Trazos sobrepuesto.s de la Iy representativos
de (C). (E) Efecto del U73122 sobre la amplitud de la Iy en presencia de BC (100 nM) e IMI (10
puM). (F) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (E).

66



A pesar de que la Oxo-M, al igual que la BC, inhibe a la Iy mediante la activacién de la
PLC, se han sugerido mecanismos distintos de inhibicion. La activacién de los receptores M,
estimula a la PLCB, (Berstein et al, 1992; Dippel et al, 1996), mientras que la de los
receptores B, estimula a la PLCB4 (Haley et al., 2000).

Ademis, los agonistas muscarinicos no alteran la concentracién de Ca®* intracelular en
las neuronas simpéticas (Beech ef al., 1991), mientras que la BC inhibe a la I a través de un
mecanismo lento, bien conocido, mediado por el sistema de Ca®*-calmodulina, que depende de

la liberacién de Ca?* de los reservorios sensibles a IP; (Cruzblanca et al., 1998).

Con el fin de probar si la IMI inhibe a la Iy mediante una sefial de Ca*', 0 a través de una
proteina sensible a Ca®* (Shimizu et al., 1993; Selyanko et al., 1996), se dializaron las neuronas
durante 9 min con el quelante de Ca®" intracelular BAPTA. Los niveles basales de las SCGs
estan alrededor de 100 nM. En cambio con 20 mM de BAPTA en la pipeta la concentracién de
Ca®* libre es < 20 nM (Beech ef al., 1991). La BC (50 nM), en presencia de 0.1 mM de
BAPTA en la pipeta, inhibi6 a la Iy en un 43.1 + 2 %. Como se esperaba, la inhibicion (7.8 + 3
%, n = 11; Fig. 9E) se suprimié en presencia de 20 mM de BAPTA. En las Figs. 9B y E se
observo claramente que la IMI (50 pM) inhibi6 a la Iy en ausencia (78.1 £+ 2 %, n=8) y en
presencia de 20 mM de BAPTA (75.8 + 5 %; n = 7) sin cambios significativos (P < 0.05) en el
porcentaje de inhibicion. En el caso de la Oxo-M, se ha reportado que la presencia de 20 mM
de BAPTA en la pipeta, no suprime la inhibicion de la Iy en las SCGs (Cruzblanca et al.,

1998).
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Fig. 9 Efecto de la imipramina sobre la corriente M en presencia del quelante de Ca”* BAPTA. (A)
Inhibicién de la Iy por BC (100 nM) en células dializadas con 0.1 mM de BAPTA. (B) Trazos
sobrepuestos de la Iy representativos de (A) antes (1), en presencia de BC (2) y durante el lavado
(3). (C) Inhibicién de la Iy por IMI (10 pM) en células dializadas con 0.1 mM BAPTA. (D)
Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (C) antes (1), en presencia de IMI (2) y durante el
lavado (3). (E) Inhibicién de la Iy, por BC (100 nM) e IMI (10 M) en células dializadas con 20
mM de BAPTA. (F) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (E) antes (1), en presencia de
BC (2) o IMI (3) y durante el lavado (4).

Estos resultados argumentan en contra de una inhibicion de la Iy por IMI dependiente de
Ca®" y favorecen la posibilidad de que la IMI esté incidiendo sobre la cascada de sefializacién

que inhibe a la Iy en forma semejante a como lo hace la Oxo-M.

Por lo tanto, en los siguientes experimentos, se comparé el efecto de la Oxo-M y la IMI
en presencia de los aminoesteroides U73343 y U73122. La Fig. 10 muestra los resultados
obtenidos en las SCGs incubadas con U73343 (10 pM; Fig. 10A) o U73122 (10 pM; Fig. 10B)

durante 5 min. De manera similar a lo obtenido por Suh y Hille (2002), se muestra que la
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inhibicién de la Iy por Oxo-M 10 pM en las células tratadas con el analogo inactivo fue de
82.9 + 4 % (n = 5) (Fig. 10A). Esta inhibicién se redujo significativamente (P < 0.05) en las
células tratadas con el inhibidor de la PLC (6.7 + 3 %, n = 5; Fig. 10E). Asi mismo, se observé
la inhibicién esperada de la Iy por IMI (10 uM) en las células control (50.8 +7 %, n=4) yen
las células tratadas con el analogo inactivo (47 + 4 %, n = 5; Fig. 10C). Esta inhibicién también
se redujo (7.3 £ 3 %, n = $, Fig.' 10E) significativamente (P < 0.05) en las células tratadas con

el inhibidor de PLC.
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Fig. 10 Efecto de la oxotremorina-M y la imipramina sobre la corriente M en presencia del inhibidor
de PLC, U73122. Las SCGs se incubaron con el aminoesteroide U73122 (10 pM) o con su anélogo
inactivo U73343 (10 uM). (A) Efecto del U73343 sobre la amplitud de la Iy, en presencia Oxo-M (10
pM). (B) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (A). (C) Efecto del U73343 sobre la
amplitud de la Iy en presencia de IMI (10 uM) (A). (D) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos
de (C). (E) Efecto del U73122 sobre la amplitud de la Iy en presencia de Oxo-M (10 uM) e IMI (10
pM). (F) Trazos sobrepuestos de la I representativos de (E).
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A la luz de estos resultados, se profundizo sobre la posibilidad de que la IMI estuviera

incidiendo en la cascada de sefializacion que inhibe naturalmente a la I,

8.8. LA APLICACION INTRACELULAR DEL
FOSFATIDILINOSITOL 4,5-BISFOSFATO PREVIENE
LA INHIBICION DE LA CORRIENTE M POR IMIPRAMINA

Se ha propuesto que una reduccion en la concentracion de PIP,, como ocurriria después
de la activacion de la PLC (Willars ef al., 1998), podria ser la responsable para el cierre del
canal M inducido por el agonista (Suh y Hille, 2002; Winks ef al., 2005; Zhang et al., 2003).
Una de las estrategias que Suh y Hille (2002) utilizaron para probar esta hipétesis fue el uso de
bloqueadores del reciclaje de los reservorios de PIP,. Bajo estas condiciones previnieron la
recuperacion de la Iy de la inhibicion muscarinica. Por lo tanto, en el presente trabajo de tesis,
se quiso investigar si la inhibicion de la Iy por IMI es también irreversible cuando se bloquea la
resintesis de PIP; por inhibidores de cinasas. Para responder esta pregunta se aplicé en el bafio
el inhibidor de cinasa wortmanina (10 uM) (Nakanishi ef al., 1995). En primera instancia, se
observé la recuperacion de la Iy de su inhibicién por Oxo-M en condiciones control (82 + 9 %,
n=3; Fig. 11A), y posteriormente, 5 min después de haber iniciado la exposicién a wortmanina
(40 + 7 % , n = 2; Fig. 11A). Las diferencias en el porcentaje de recuperacién de la Iy bajo
estas condiciones (Fig. 11E) coincidieron con lo reportado (Suh y Hille, 2002). De manera
interesante, la recuperacion de la Iy de la inhibicion por IMI en presencia de wortmanina (50 +
0.3 %, n = 5; Fig. 11C) fue menor que la obtenida en condiciones control (96 + 2 %, n = 5; Fig,

11C), como se pudo constatar en el resumen de datos (Fig. 11E).
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Fig. 11 Recuperacion de la comiente M de la inhibicién por oxotremorina-M e limipramina en
presencia de wortmanina. (A) Inhibicién y recuperacién de la Iy por Oxo-M (10 uM) en condiciones
control y a los 5 min de haberse iniciado la aplicacion de wortmanina (10 pM). (B) Trazos
sobrepuestos de la Iy representativos de (A) antes (1, 2, 3) y después del inicio de la aplicacion de
wortmanina (4, 5, 6), en condiciones control (1, 4), en presencia de Oxo-M (2, 5) y durante el lavado
(3, 6). (C) Inhibicion y recuperacion de la Iy por IMI (10 M) en condiciones control y a los 5 min
de haberse iniciado la aplicacion de wortmanina (10 puM). (D) Trazos sobrepuestos de la Iy
representativos de (C) Resumen de los experimentos.

Con el fin de descartar efectos debidos a la desensibilizacion durante las aplicaciones
sucesivas de la IMI, el experimento anterior se repitié en células independientes (n = 4). La
recuperacion de la Iy de su inhibicién por IMI (10 uM) en condiciones control fue de 82 %
(Fig. 12A) y después de 5 min de haber empezado el tratamiento con wortmanina fue de 51%

(Fig. 12B). Estos resultados confirmaron los resultados mostrados en la Fig. 11C
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Fig. 12 Recuperacion de la corriente M de la inhibicién por imipramina en presencia de
wortmanina en células independientes. (A) Inhibicién y recuperacion de la Iy, por IMI (10
puM) en condiciones control. (B) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (A)
antes (1), durante la aplicacion de IMI (2) y durante el lavado (3). (C) Inhibicién y
recuperacién de la Iy por IMI (10 pM) a los 5 min de haberse iniciado la aplicacién de
wortmanina (10 pM). (D) Trazos sobrepuestos de la Iy representativos de (C) antes (1),
durante la aplicacion de IMI (2) y durante el lavado (3).

Dado que estos resultados apoyan la hipotesis de que la recuperacion de la Iy de la
inhibicion por IMI requiere del reciclaje de los reservorios de PIP; sensibles al agonista, se
prosiguié a demostrar mediante el uso de otra estrategia, la participaciéon del PIP, en la
respuesta inducida por IMI . Para tal motivo se dializaron las SCGs con el PIP; (182 uM) via la
pipeta de registro. Si la hidrélisis de PIP; fuera la base del efecto inducido por IMI en la Iy, se

esperaria que la restauracion de este fosfolipido via la pipeta de registro previniera o
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disminuyera el efecto de la IMI. En la Fig. 13B se observa con claridad la prevencién
significativa (P < 0.05) de la inhibicién de la Iy por Oxo-M (9.6 £2 %; n=10) o IMI (20.1 +
2%, n = 13) cuando se dializaron las células con PIP,, al compararla con el efecto inhibitorio

control de dichas sustancias (80.1 + 3% para el Oxo0-M, 20.1 +2% para la IMI; Fig. 13A).
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Fig, 13 Efecto de la imipramina sobre la corriente M bajo la aplicacion intracelular de
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato. (A) Inhibicién de la Iy por Oxo-M (10 pM) e IMI (10
uM) en ausencia de PIP; en la pipeta de patch. (B) Trazos sobrepuestos de la Iy
representativos de (A) en ausencia (1, 3) y en presencia de Oxo-M (2) e IMI (4). (C)
Inhibicién de la Iy por Oxo-M (10 uM) e IMI (10 pM) en presencia de PIP, (182 uM) en
la pipeta de patch. (D) Resumen de los experimentos datos.

73



El resumen de estos experimentos es ilustrativo y consistente con las observaciones realizadas
(Fig. 13E). Estos resultados apoyan la propuesta de que una disminucién en las

concentraciones de PIP; es la responsable de 1a inhibicién de la Iy por IML
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9. DISCUSION

Existen evidencias experimentales que sugieren que el PIP, es el segundo mensajero
que media la inhibicion de la Iy inducida por agonistas. Asi mismo, se ha reportado que los
ATC promueven la actividad de sistemas de sefializacion intracelular en diversos tipos
celulares (Joshi et al., 1999). La IMI activa a la PLC y promueve la formacioén de fosfatos de
inositol en neuronas cultivadas, rebanadas de corteza frontal (Fukuda et al., 1994; Shimizu et
al., 1993), y en cilios olfativos de peces reconstituidos en bicapas lipidicas (Cadiou y Molle,
2003). Estos resultados descartan la posibilidad de que los efectos de la IMI sean exclusivos
sobre receptores de membrana o transportadores de neurotransmisores. Por ello, en la presente
tesis se planted la posibilidad de que la IMI afectara a la Iy incidiendo en la cascada de

sefializacion intracelular activada por receptor, la cual naturalmente regula a esta corriente.

9.1. LA IMIPRAMINA INHIBE AL CANAL M

SIN CAMBIOS EN LA SENSIBILIDAD AL VOLTAJE

Hay algunas diferencias en cuanto a la afinidad con la cual la IMI inhibe distintos
canales i6nicos, pero en todos los casos reportados los valores del ICsp se encuentran en el
rango micromolar (1 a 30 uM). Asi mismo, las curvas concentracion-respuesta se ajustan bien a
un coeficiente de Hill cercano a la unidad. El ICso aqui reportado (7 uM) fue similar al
publicado para la corriente neuronal I5 (7 pM; Kuo, 1998) y el rectificador de K" tardio (6.8

uM; Wooltorton y Mathie, 1993).

La similitud entre las afinidades de diversos canales ionicos por la IMI sugiere un

mecanismo de accion similar en distintos canales de K' (Wooltorton y Mathie, 1993). En pocos
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casos, sin embargo, se ha estudiado en detalle el mecanismo de accion de la IMI. En la familia
de los canales de K, la mayor parte de la evidencia (Garcia-Ferreiro ef al., 2004; Kuo, 1998:
Wooltorton y Mathie, 1993) indica que la IMI interactia directamente con estos canales. Sin
embargo no existe un acuerdo en cuanto a si la IMI se une desde el lado extracelular
(Wooltorton y Mathie, 1993; Kuo, 1998) o intracelular (Garcia-Ferreiro et al., 2004), y si lo
hace estando el canal en estado cerrado o abierto (Teschemacher et al., 1999). Aan m4s, para
otro tipo de canales como el canal de Ca® tipo L se ha reportado (Choi er al., 1992) la
participacion de una proteina G insensible a la PTX. Estas diferencias apuntan a que la IMI

inhibe diversos canales mediante distintos mecanismos de accion.

De manera interesante el tiempo en que se desarrolla la inhibicion (15 s) y la
recuperacion (20 s) de la Iy, la ausencia de desplazamiento en la dependencia de voltaje (Fig.
4) o de cambios en su cinética, son efectos que se asemejan a los obtenidos para la inhibicién
de la Iy por los agonistas muscarinicos (Adams ef al., 1982b; Marrion ef al., 1989 ) y el
neuropéptido BC (Jones et al., 1995; Haley et al., 2000), que sugieren una posible similitud

entre la via de regulacion utilizada por estos agonistas y la utilizada por la IML

9.2. LA IMIPRAMINA NEUTRA ES LA FORMA ACTIVA

QUE INHIBE A LA CORRIENTE M

Utilizando la forma analoga, permanentemente cargada, de la amitriptilina (N-
metilamitriptilina), Wooltorton y Mathie (1995) argumentaron que la forma no protonada (no
cargada) de los ATC representan la forma activa qu-e inhibe a las corrientes de K. En
concordancia con este argumento, se encontré que la inhibicion de la 15 por IMI depende del

pH y se vuelve mas pronunciada en soluciones alcalinas. Del mismo modo, se encontré que el
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aumento del pH desde 7.4 a 8 favorece la reduccion de la Iy por IMI (Fig. 6). Puesto que la
solucién externa alcalina en si misma no afecta a la Iy (Fig. 6D), se sugiere que el mayor
efecto de la IMI a pH 8 proviene de un aumento en la concentracion de la IMIn. Utilizando la
ecuacion de Henderson-Hasselbach e IMI a una concentracion nominal de 5 pM, se estima que
la concentracion de IMIn a pH 7.4 y 8 es de 39.4 nM y 153.2 nM, respectivamente. El aumento
de la IMIn incrementa el porcentaje de inhibicion desde 45.4 + 3 % a 76.9 + 2 %. Estos datos
sugieren que la IMIn es la forma activa que inhibe a la Ly y que los enlaces idénicos no juegan
un papel significativo en la interaccion de la IMI con su sustrato. Estos resultados podrian dar

luz sobre la estructura del receptor de la IML

9.3. LA IMIPRAMINA ATRAVIESA LA MEMBRANA PARA ACTIVARA LA

FOSFOLIPASA C E INHIBIR A LA CORRIENTE M

Actualmente se tiene claro que los agonistas que inhiben a la Iy activan receptores
acoplados a proteinas G (Suh ez al, 2004). A diferencia de estos agonistas, la IMI parece
estar actuando en un paso posterior a la activacion de la proteina G o del receptor para
inhibir a la Iy. La ausencia de cambios en la cinética de la desactivacion y en la
dependencia del tiempo de la Iy en presencia de la IMI sugieren un mecanismo distinto al
bloqueo del canal abierto (Armstron y Bezanilla, 19977, Bezanilla y Armstron, 1977). En
estudios preliminares del laboratorio se observo la permanencia del efecto de la IMI sobre
la Iy en presencia de los antagonistas muscarinicos M;, M4. Asi mismo, la Fig. 7C muestra
que la dialisis de las SCGs con el inhibidor competitivo GDPBS no altera la inhibicion de la
In por IMI. El efecto inhibitorio de la IMI cuando se aplicé en la pipeta de registro (Fig. 5)

y su mayor eficiencia en su forma neutra (Fig. 6) son resultados que también sugieren que
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la accion de la IMI se encuentra en un paso posterior a la activacion de la proteina G o de
un receptor.

En concordancia con estos resultados, Fukuda ef al. (1994) encontraron que la IMI
activa directamente a la PLCP en neuronas cultivadas de corteza frontal de rata. Este
antecedente lleva a plantear la posibilidad de que la IMI en las SCGs active a la PLC en
forma directa. Las Figs.8E y '10E muestran que la inhibicion de la PLC por el U73122
previene la inhibicion de la Iy por IMI. Es posible, por lo tanto, que el farmaco ejerzca sus
acciones inhibitorias sobre la Iy incidiendo sobre la cascada de sefializacion activada por
receptores acoplados a proteinas G. De manera especifica se sabe que el M;AChR y el BoR
son capaces de estimular, via una proteina Gy, (Haley ef al., 2000), una PLCJ diferente.
El M, AChR activa una PLCP; (Berstein ef al., 1992; Dippel et al., 1996) y el BoR activa
una PLCB4 (Haley et al., 2000). Por consiguiente, la propuesta inicial de Fukuda et al.
(1994) de que la IMI, en neuronas cultivadas de corteza frontal de rata, activa directamente
a la PLCP; sin la mediacion de un receptor o de una proteina G, concuerda con este

escenario.

Dado que la activacion de la PLC por BC requiere de Ca®* (Cruzblanca et al., 1998),
la pregunta que surge es si la IMI promueve acciones intracelulares por el aumento de Ca®'
liberado desde reservorios internos sensibles a IP3;, como lo hace la BC (Cruzblanca ez al.,
1998), o si al igual que los agonistas muscarinicos no altera la concentracion de Ca®'
intracelular en las SCGs (Beech et al., 1991). En los resultados (Fig. 9E) se observa que la
IMI, a diferencia de la BC, inhibe a la Iy sin una dependencia del Ca®’. Este resultado

coincide con la propuesta de Fukuda ef al. (1994) de que la IMI activa una PLCP; sin
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cambios en la sensibilidad de la PLC al Ca®* e indican que la IMI incide sobre la via

muscarinica para inhibir a la Iy.

En conjunto estos resultados sugieren que la accion de la IMI se debe a que activa
directamente a la PLC desde el interior celular. El paso de la IMI a través de la membrana
€s un mecanismo que se ha prbpuesto para el bloqueo del canal hEagl (Garcia-Ferreiro, et
al., 2004). En este trabajo se plantea que la forma neutra de la IMI es la que atraviesa la
membrana. Para demostrarlo utilizaron la técnica de fijacion de voltaje en configuracion
cell-attach. Bajo estas condiciones, en las que el farmaco Gnicamente puede acceder a los
canales contenidos en el parche atravesando la membrana, encontraron que la IMI aplicada
extracelularmente bloquea al canal. Asi mismo, en experimentos en los que variaron el pH
de la solucion externa e interna en presencia de IMI observaron que la inhibicion del canal
era mas eficiente cuando se aumentaba el pH extracelular, o se acidificaba el pH
intracelular. Estos resultados los llevaron a sugerir que era la parte neutra de la IMI la que

cruzaba la membrana y la cargada la que bloqueaba al canal.

De manera analoga se ha reportado que sustancias como la 4-aminopiridina y los
anestésicos locales procaina y lidocaina atraviesan la membrana para inhibir al canal de K"
rectificador entrante (Stephens ef al, 1994) y al canal de Na" (Hille, 2001)
respectivamente. Esta sustancias, al igual que la IM] tienen anillos aromaticos en su
estructura quimica y un grupo amina. Los anillos aromaticos son los responsables
principales de la liposolubilidad de estas moléculas y ei grupo amina es el que determina la

hidrosolubilidad de la molécula y su unidon a proteinas plasmaticas. El pKa de los

ESTA TESIS NO 3A

DE LA BIBLIOTEC 7



anestésicos locales procaina (9.1) y lidocaina (7.9), y de la 4-aminopiridina (9.02) es

semejante al de la IMI (9.5).

9.4. LA HIDROLISIS DEL FOSFATIDILINOSITOL 4,5-BISFOSFATO

ES LA BASE DEL EFECTO DE LA IMIPRAMINA SOBRE LA CORRIENTE M

Después de una década de investigaciones, se propone al PIP, como el candidato mas
plausible que media la regulacion del canal M. La hipdtesis sugiere que la reducciéon de PIP,
inducida por agonista es la responsable del cierre de los canales M (Suh y Hille, 2002; Winks et
al., 2005; Zhang et al., 2003). Por ese motivo se probd si la inhibicién de la resintesis de PIP, y
analogos podria alterar la respuesta a la IMI de la Iy La Fig. 11 muestra que la wortmanina
previene y enlentece la recuperacion de la Iy de la inhibicion por IMI, sugiriendo que se
requiere de una Pl-cinasa para la recuperacion de la Iy Se sabe que la wortmanina inhibe a la
PI 3- y 4-cinasa, asi como a la cinasa de la cadena ligera de miosina (Nakanishi ez al., 1995).
La evidencia (Suh y Hille, 2002; Zhang et al., 2003) sugiere que la PI 4-cinasa es la enzima que
se requiere para la recuperacion de la inhibiciéon muscarinica de la Iy, particularmente para la
fosforilacion y la resintesis de PIP, (Suh y Hille, 2002; Zhang et al., 2003). Esta observacion
fortalece la proposicion de que la IMI estimula directamente a la PLC, que al activarse
hidroliza al PIP,. En esta tesis se muestra evidencia de que se requiere de la resintesis continua
de PIP; para la recuperacion de la Iy de la inhibicion por IMI, en forma similar a como se ha
propuesto que ocurre para la via muscarinica M;. Por lo tanto, la elevacién experimental de
PIP, deberia prevenir el efecto de la IMI sobre la Ini. Como se esperaba, la Fig. 13C muestra
que la dialisis intracelular de PIP, suprime la inhibicién de la Iy por IML Estos resultados son

consistentes con la hipotesis de que una disminucion en la concentracion del PIP, en la
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membrana es la sefial que inhibe a la corriente de los KCNQ2/KCNQ3 (Suh y Hille, 2002;
Winks et al., 2005 Zhang et al., 2003). Estos datos sugieren que el PIP, es un modulador

directo de la actividad del canal M y que su hidrélisis causa la inhibicion de dicha corriente.

9.5. LA IMIPRAMINA Y SU INTERACCION CON LA FOSFOLIPASA C

Las conclusiones obtenidas concuerdan con la hipdtesis propuesta de que la reduccién
de las concentraciones de PIP, inducida por agonista es la responsable del cierre de los canales
M (Suh y Hille, 2002; Zhang et al., 2003). El mecanismo preciso mediante el cual la IMI
estimula a la PLC para inhibir a la Iy todavia queda sin esclarecer. Es tentador proponer una
similitud entre el mecanismo de activacion de la PLC por proteinas G y el del antidepresivo

triciclico IMI.

Ilkaeva et al. (2002) y Singer et al. (2002) plantean que una regién de aminoacidos
cargados, la mas rica en residuos de lisina, de la terminal carboxilo de la PLCB es la
responsable de la activacion de las proteinas Gaq. Con esto en mente, se pueden proponer las
siguientes formas de interaccion entre la PLC y la IMIL. La primera, consiste en una interaccion
acido-base, en donde el nitrogeno terciario de la cadena lateral de la IMI reacciona con el
hidrégeno gama amino del residuo de lisina de la PLC, que por estar formando un enlace
peptidico con otro aminoacido tiene cierta acidez. La otra posibilidad, es que ese mismo
nitrégeno terciario de la IMI reaccione con el hidrogeno del nitrogeno alfa del residuo de lisina
de la PLC, que por estar cargado positivamente esta en po_sibilidad de perder un proton como se

ilustra en la Esquema 11.
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Esquema 11 Posibles formas de interaccion entre la imipramina y la fosfolipsa C.

9.6. IMPLICACIONES CLINICAS

El efecto de la IMI sobre la Iy puede estar relacionado con su efecto terapéutico y/o sus
efectos colaterales, dado que la concentracion plasmatica de este farmaco en los pacientes

deprimidos alcanza hasta ~2 pM (Hollister, 1982), y en el cerebro puede llagar a ser de 8-13

veces mayor (Besret ef al., 1996) al ICs ( 7 uM) que se encontro en este trabajo de tesis.

La IMI al inhibir a la Iy (la cual hiperpolariza la célula alejandola del umbral de

disparo) despolariza la célula. Esta despolarizacion, particularmente en las terminales
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presinapticas, conduce a un aumento en la liberacion de neurotransmisores como la
serotonina, la dopamina y la noradrenalina de vesiculas presentes en las neuronas
presinapticas. A su vez la concentracion de estos neurotransmisores aumenta en el espacio

sinaptico y podria exlplicar la mejoria clinica que experimenta el paciente deprimido.

Las SCGs de rata exprééan una variedad de receptores (Boehm y Huck, 1997). Entre
otros receptrores, expresan receptores de serotonina (Pierce ef al., 1996), noradrenalina,
dopamina (Sigala ef al., 2000), muscarina (Ramcharan ef al., 1996), nicotina (Voitenko ef
al., 2001) e histamina (Ramcharan e al., 1996). Por lo tanto y como se ha reportado en
otras preparaciones a concentraciones menores dentro de la gama nanomolar es posible que
la IMI interactie con estos receptores (Cusack ef al, 1994; Golds et al., 1980), a
concentraciones nanomolares mayores con transportadores de aminas (Frazer, 1997, Owens
et al., 1997) y a concentraciones micromolares con canales i6nicos como los de K'podria
interactuar con algunos otros receptores como los nicotinicos (Lopez-Valdés y Garcia-

Colunga, 2001) y con otros canales i6nicos como los canales de K.
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10. CONCLUSIONES

Considerando todos los resultados obtenidos, se muestra, en un sistema nativo,
evidencia de que el antidepresivo triciclico IMI incide sobre la cascada de sefializacion

intracelular que regula naturalmente a la L.

1) La inhibicion de la Iy por IMI en las SCGs de rata es reversible, voltaje
independiente y dependiente de la concentracion, con un ICso de 7 uM.

2) La IMI neutra es mas eficiente que su forma cargada para inhibir la Iy.

3) La inhibicion se lleva a cabo en un paso posterior a la activacion de los receptores
membranales y de la proteina G.

4) La inhibicion es resultado de la activacion de la PLC.

5) La inhibicién es resultado de la deplecion de PIP,, y no de un mecanismo de

bloqueo directo del canal M.
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11. PERSPECTIVAS

El entendimiento de los sistemas de transduccion de sefiales ha crecido de manera
impresionante en afios recientes como resultado de esfuerzos intensos para caracterizar la

cascada de sefializacion que regula a la Iy en las neuronas.

Los experimentos presentados aqui proveen evidencia de que la inhibicion de la Iy
mediante la reduccion de las concentraciones de PIP; inducida por el agonista, también
puede llevarse a cabo por esta via, a través del antidepresivo triciclico IMI. La inhibicion de
la Iyy mediante la activacion directa de la PLC por la IMI puede ser una herramienta util
para ahondar en el estudio de la activacion, regulacién y participacion de la PLC en esta via
de regulacion. Ademas, la caracterizacion de la interaccion entre la IMI y la PLC también
es de interés farmacologico, y podria brindar informacion acerca de cual es la region de la
estructura de la IMI que interactua con la PLC e ilustrar sobre regiones semejantes en otros
ATC. Se sabe que pequefios cambios en la estructura de los ATC pueden tener efectos
profundos en sus acciones. Por lo tanto, deberia ser posible disefiar nuevos farmacos mas
selectivos conociendo también la secuencia de AA de la region de la PLC con la cual
interactian. El disefio futuro de farmacos con acciones especificas sobre la PLC-$; y en el

canal M seran de gran utilidad para la modulacion de la excitabilidad neuronal.
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The antidepressant imipramine inhibits M current by activating
a phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,)-dependent pathway
in rat sympathetic neurones

British Journal of Pharmacology (2005) 145, 837-843

'Jania L. Quintero, 'Maria Isabel Arenas & *'David E. Garcia
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1 Little is known about the intracellular actions of imipramine (IMI) in the regulation of ion
channels. We tested the action of IMI on the intracellular cascade that regulates M current (I) in
superior cervical ganglion neurones (SCGs).

2 Dialysis of the cells with GDPfS, a G protein signaling blocker, did not disrupt the inhibition
of IM

3 When we incubated the cells with the phospholipase C (PLC) inhibitor U73122, it prevented the Iy
inhibition by IMI. Also, when we dialyzed the cells with an intracellular Ca®* chelator, it did not
disrupt fy inhibition by IMI, as occurs in the M, cascade.

4 When we incubated the cells with the generic kinase inhibitor wortmannin, it prevented the
recovery of Iy from the inhibition by IMI. Also, when we applied phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP,) intracellularly, it diminished the inhibition of I, by IMI.

5 Our findings suggest that PLC is the target for IMI, that recovery of &, needs lipid
phosphorylation for PIP; resynthesis, and that IMI inhibits ; by activating a PLC-dependent

pathway, likely by decreasing the concentration of PIP,.
British Journal of Pharmacology (2005) 145, 837-843. doi:10.1038/sj.bjp.0706239;
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Keywords: Imipramine; M current; phospholipase C; phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PIP,
Abbreviations: BAPTA, 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane N,N,N,N'-tetraacetic acid (BAPTA); DMEM, Dulbecco’s modified
Eagle’s medium; GDPfS, guanosine 5'-0-(2-thiodiphosphate); GTP, guanosine 5'-triphosphate; Ly, M current;
IMI, imipramine; Oxo-M, oxotremorine methiodide; PIP,, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PLC,
phospholipase C; SCGs, superior cervical ganglion neurones
Introduction

It is well established that imipramine (IMI) and related tricyclic
antidepressants potentiate the actions of biogenic amines by
blocking their physiological inactivation, transport or reuptake,
at nerve terminals (Horn er al., 1971; Barbaccia et al., 1983).
Also, it has been shown that IMI can act on a variety of ion
channels: L-type Ca®>* (Choi et al., 1992), hEAG and Ca*"-
sensitive potassium, SK/IK type (Gavrilova-Ruch et al., 2002);
voltage-gated Na™ (Ogata & Narahashi, 1989; Nicholson er al.,
2002) and voltage-gated K™ (Wooltorton & Mathie, 1993;
Kuo, 1998; Teschemacher et al., 1999; Dreixler et al., 2000).
Previously (Cuellar-Quintero et al., 2001), we reported that IM1
inhibits the M-type K™ current in superior cervical ganglion
neurons (SCGs) and showed evidence that this effect can be
attributed to intracellular actions. It has been long proposed
that the K * ionic current, Jy (Brown & Adams, 1980) has a
relevant role in modulating neuronal excitability (Brown &
Higashida, 1988; Marrion, 1997). Nevertheless, until very
recently the intracellular regulation of the M channel remained
mostly obscure. Recent literature supports that phosphatidy-
linositol 4,5-bisphosphate (PIP,) regulates the activity of a
number of transporters and channels (Hilgemann & Ball, 1996;
Ford et al, 2003; Loussouarn et al., 2003). The current

*Author for correspondence; E-mail: erasmo(@servidor. unam.mx

hypothesis proposes that a reduction in PIP, concentration, as
would occur after phospholipase C (PLC) activation (Willars
er al., 1998), is responsible for the agonist-induced closure of
the M channel and for the inhibition of Iy, (Suh & Hille, 2002;
Zhang et al., 2003; Suh er al., 2004). Despite the firmness of this
hypothesis in model cells and expressed channels (KCNQ2/3),
little has been shown in the native M channel, which is well
documented in SCGs, and experimental evidence suggests that
tricyclic antidepressants promote the activity of intracellular
signaling pathways in several cellular types (Joshi er al., 1999).
It has been reported that the antidepressant IMI activates PLC
and the formation of inositol phosphate in cultured neurones,
in slices of rat frontal cortex (Shimizu er al., 1993; Fukuda
et al., 1994), and in fish olfactory cilia reconstituted into planar
lipid bilayers (Cadiou & Molle, 2003). Therefore, the purpose
of our study was to assess whether intracellular actions of IMI
can affect the signaling cascade that regulates I, in SCGs.

Methods
Cell culture

SCG neurones were taken from 4- to 5-week-old male rats
(Wistar) and cultured for 1 day (Beech er al., 1991; Bernheim
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et al., 1991). Animals were anesthetized by CO, inhalation and
decapitated as approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee. Ganglia were dissociated and the neurones
suspended twice in DMEM supplemented with 10% heat-
inactivated bovine serum. Cells were plated on glass coverslips
coated with poly-L-lysine, incubated at 37°C (5% CO,)
overnight, and used within 24 h.

Electrophysiological recording

Patch-clamp recording of ks was performed in the whole-cell
configuration with a List EPC-7 or HEKA EPC-9 amplifier.
Series resistance was 3-7M(). Voltage pulse commands were
generated and current records were sampled (5kHz) and
analyzed using BASIC-FASTLAB (Indec Systems, Capitola,
CA, US.A)) and Sigma Plot (SPSS Inc.). Ix was activated by
setting a holding voltage at —25mV and deactivated by 500 ms
command pulses from —25 to —60mV every 4s. Iy deactivation
amplitude and its percentage inhibition were measured as
described (Cruzblanca et al, 1998; Suh & Hille, 2002). All
quantitative data are expressed as the mean+s.e.m. Comparison
between two groups was analyzed using Student’s unpaired ¢-test,
and differences were considered significant at a level of P<0.05.
To measure Iy we used solutions designed to minimize
undesired currents. The pipette solution contained in (mM): 175
KCl, 5 MgCl,, 5 HEPES, 0.1 BAPTA, 4 ATP, 0.3 GTP and 0.1
leupeptine, pH adjusted to 7.4 with KOH. The external solution
contained (in mM): 160 NaCl, 2.5 KCl, 5 CaCl,, 1 MgCl,, 10
HEPES, 8 Glucose and 0.0002 TTX, pH adjusted to 7.4 with
NaOH. IMI was applied by using a focal perfusion system
(Automate Scientific, Inc., San Francisco, CA, U.S.A)), which
locally exchanges the external solution within 1s. IMI treatment
was for 40-60s allowing to attain its maximal effect. All
experiments were performed at room temperature (23-25°C).

Reagents

IMI and Oxotremorine (RBI, Natick, MA, U.S.A.), GDPfS
(SIGMA, St Louis, MO, U.S.A.), Bradykinin (Peninsula
Laboratories, Belmont, CA, U.S.A), BAPTA (Molecular
Probes, Eugene, OR, U.S.A.), U73122, U73343, wortmannin
and PIP, (x-phosphatidyl-D-riyo-inositol-4,5-bisphosphate,
triammonium salt from bovine brain) (Calbiochem, La Jolla,
CA, US.A)). U73122 and U73343 were dissolved in chloro-
form to a final concentration of 5mM and aliquoted into
Eppendorf tubes. After evaporation of the solvent under N,
tubes were stored at 4°C. On the day of experiment, one
aliquot was dissolved in dimethyl sulfoxide to a concentration
of 2.5mM. PIP, was dissolved in chloroform, and aliquots
were dissolved at —20°C under N;. On the day of the
experiment, the chloroform was evaporated with a stream of
N, to leave a filmy residue of PIP,. Recording solution was
mixed with this residue for ~10min before sonication on ice
until the solution was clear (~30min).

Results
IMT inhibits 1, without G protein activation

Several neurotransmitters affect the excitability of neurones
through receptors coupled to G proteins and intracellular

messengers (Wanke et al., 1987, Bernheim et al., 1991; Shapiro
et al., 1994). It is known that the inhibition by the muscarinic
agonist Oxo-M, an M, pathway activator (Caulfield er al.,
1994) is mediated by a G protein non-PTX-sensitive Gagq
(Haley et al., 2000). Furthermore, it has been long demon-
strated that Oxo-M inhibits h (Hille, 1994). Thus, we used
Oxo-M to evaluate G protein mediated responses. To assess
whether IMI acts via a G-protein-linked mechanism, its effect
was evaluated in neurones dialyzed for 10min with the G
protein signaling blocker GDPfS and the muscarinic inhibi-
tion was used as a positive control. Both Oxo-M and IMI
readily evoked inhibition on Iy as expected for control
conditions. This result is depicted in Figure la. It shows the
effect of 10 uM Oxo-M and 10 uM IMI on the amplitude of Ly
when the cells were internally dialyzed with the control
solution containing GTP (0.3 mM). Figure 1b shows super-
imposed Iy, traces representative of Figure 1a in the absence
(1) or presence of Oxo-M (2) and IMI (3). On the other hand,
GDPfiS disrupted Oxo-M inhibition, whereas neither the
extent nor the kinetics of Iy inhibition by IMI was changed, as
shown in Figure lc. It shows the effect of 10 uM Oxo-M and
10 uM IMI on the amplitude of Iy when cells were dialyzed
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Figure 1 IMI response on [l in the presence of GDPfS. Inhibition
of Iy by 10 uM Oxo-M and 10 uM IMI in the absence (a) and the
presence (c) of GDPfiS (3mM) in the patch pipette. (b, d) Current
traces representative of (a, c) respectively, before (bl, d1) and during
application of Oxo-M (b2, d2) or IMI (b3, d3). (e) Summary of
experiments. Data plotted as mean+s.em. The numbers above
columns indicate the number of tested cells. *Indicates P<0.05;
t-test vs control.
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with an internal solution containing GDPfS (3 mM). Figure 1d
shows superimposed I traces representative of Figure lc
in the absence (1) or presence of Oxo-M (2) and IMI (3).
Aggregated data of the above experiments are shown in
Figure le, which confirm the difference in G protein
dependence between Oxo-M and IMI. Inhibition of Ry by
Ox0-M and IMI with the control internal solution was 81.7+4
(n=6) and 53.7+4 (n=6), respectively. Consistently, the
inhibition of iy by Oxo-M and IMI in GDPfS conditions was
12.444 (n=15) and 50.3+3, respectively (n=6). Thus, these
results indicate that G proteins do not underlie the effect of
IMI on ly and open the possibility that it affects PLC as it
occurs in other preparations (Fukuda er'al.;'1994; Cadiou &
Molle, 2003).Therefore, the intracellular target for IMI should
be expected beyond the G protein activation step, possibly at
PLC level.

IMI requires PLC activation to inhibit 1,,

Current data show that IMI reversibly reduces I, without a
shift in voltage-dependence or kinetics in SCGs (Cuellar-
Quintero et al, 2001) and stimulates PLC activity in vitro
(Fukuda et al, 1994) with formation of IP; in rat frontal
cortex (Shimizu et al., 1993). These effects are similar to those
obtained by muscarinic agonists (Suh & Hille, 2002) and the
neuropeptide BK (Jones et al., 1995; Haley et al., 2000). The
above results indicate that IMI may affect a specific signaling
pathway that involves depletion of PLC substrates. To test
whether activation of PLC is required for suppression of Iy,
we compared the effect of a PLC inhibitor U73122 with that of
its inactive analog U73343. As a positive control we used BK,
which is known to require the activation of PLC to reduce Iy
(Jones et al., 1995; Cruzblanca ef al., 1998; Haley et al., 2000).
Figure 2 shows results obtained in SCG neurones incubated
with U73343 (10 uM) (Figure 2a and b) or U73122 (10 piM)
(Figure 2c) for 5min. We found that the inhibition of Iy by
100nM BK in cells treated with the inactive analog was of
38.1+7% (n=235) (Figure 2a). This inhibition was reduced
significantly (P<0.05) in cells treated with the PLC inhibitor
(2.742%, n=10) (Figure 2c¢). In the same way we found that
inhibition of Iy by 10 uM IMI in control cells was 58.1+2%
(n=9) and in cells treated with the inactive analog was of
54.1+6% (n=10; Figure 2b). This inhibition is significantly
(P<0.05) smaller in cells treated with the PLC inhibitor
(14.2+4%, n=28; Figure 2c). Summary data of these experi-
ments are illustrative (Figure 2d). Figure 2e-g shows super-
imposed Iy traces representative of Figure 2a—c, respectively.
These results led us to propose that f; inhibition by IMI can
be attributed to PLC activation (see Figure 2d).

BK. a B, pathway activator (Jones er al., 1995), has been
shown to inhibit Ty by a well-documented slow mechanism
mediated by a Ca’"-calmodulin system, depending on Ca**
release from IP:-sensitive stores (Cruzblanca et al., 1998). In
order to test whether IMI inhibits [y, by a Ca®’*-sensitive
pathway as BK does, we dialyzed neurones for 9min with the
intracellular Ca®* chelator BAPTA, and used BK as a positive
control. As expected, the inhibition of /fy by 50nM BK was
43.1+2% (n=28, Figure 3a and d) with 0.1 mM BAPTA and
only 7.843% (n=11) with 20mM BAPTA (Figure 3c and d).
Figure 3b shows that 50 uM IMI strongly suppresses ly in a
cell dialyzed with the standard internal solution containing
0.1mM BAPTA. Iy inhibition using this standard internal

% of Inhibition &

Figure 2 Effect of IMI on [y in the presence of U73122. SCG
neurones were incubated during 5min with U73122 (10 uM) or its
inactive analog U73343 (10uM). (a, b) Effect of U73343 on the
amplitude of Jy, in the presence of 100 nM BK (a) or 10 uM IMI (b).
Current traces representative of (a, b), respectively, before (el, f1)
and during application of BK (e2) or IMI (2). (c) Effect of U73122
on the amplitude of /y; in the presence of 100nM BK and 10 uM IML
Current traces representative of (c) before (gl) and during
application of BK (g2) or IMI (g3). (d) Summary of experiments.
Data plotted as mean +s.e.m. The numbers above columns indicate
the number of tested cells. *Indicates P<0.05; t-test vs control.

solution was 78.1+2% (n=8; Figure 1d). Similarly, with a
pipette solution containing 20 mM BAPTA, the inhibition was
75.845% (n=7T) (Figure Ic and d). This results argues against
a Ca’*-dependence for IMI response on /. Nevertheless,
although both Oxo-M and BK have been shown to inhibit I
by activating a PLC, support has been provided to suggest
different pathways being activated. M, stimulates PLCf,
(Berstein et al., 1992; Dippel et al., 1996) while B, stimulates
PLCf, (Haley et al., 2000). Furthermore, muscarinic agonists
do not alter intracellular Ca®* concentration at all in
sympathetic neurones (Beech er al., 1991).Taking into account,
the above results which show that IMI activates a PLC to
inhibit Iy in a manner not sensitive to BAPTA lead us to
compare the effect of Oxo-M and IMI in the presence of the
aminosteroids U73343 and U73122. Figure 4 shows results
obtained in SCG neurones incubated with U73343 (10 uMm)
(Figure 4a and b) or U73122 (10 uM) (Figure 4c) for 5Smin. We
found that the inhibition of I, by 10 uM Oxo-M in cells treated
with the inactive analog was of 82.94+4% (n=>5) (Figure 4a).
This inhibition was reduced significantly (P<0.05) in cells
treated with the PLC inhibitor (6.7+3%, n=5) (Figure 4c). In
the same way we found that inhibition of Iy by 10 uM IMI in
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Figure 3 IMI response on fy in the presence of high BAPTA.
Inhibition of Iy by 50nM BK or 10uM IMI in the presence of
0.lmM (a, b) or 20mM (c) BAPTA in the patch pipette. (e-g)
Current traces representative of (a—c), respectively, before (el, fl,
gl), during application of BK (e2, g2) or IMI (2, g3) and during
washout (e3, 3, g4). (d) Summary of experiments. Data plotted as
mean +s.e.m. The numbers above columns indicate the number of
tested cells. *Indicates P<0.05; r-test vs control.
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control cells was of 50.84+7% (n=4) and in cells treated with
the inactive analog was of 47+4% (n=35; Figure 4b). This
inhibition is significantly (P <0.05) smaller in cells treated with
the PLC inhibitor (7.3+ 3%, n=35; Figure 4c). Summary data
of these experiments are illustrative (Figure 4d). Figure de-g
shows superimposed Iy traces representative of Figure da—c,
respectively. These results led us to propose that I, inhibition
by IMI can be attributed to PLC activation (see Figure 2d)
likely using the M, pathway.

Intracellular application of PIP; prevents 1, inhibition
by IMT

It has been proposed that a reduction in PIP, concentration, as
would occur after PLC activation (Willars et al., 1998; Xie
et al., 1999), could be responsible for agonist-induced closure
of M channel (Suh & Hille, 2002; Zhang et al., 2003). In such a
way, it has been shown that blockade of recycling agonist-
sensitive pools of PIP, prevents the recovery of Iy from
muscarinic inhibition (Suh & Hille, 2002). This antecedent
along with the above results (see Figure 4) prompted us to ask
if the inhibition of Iy by IMI was irreversible when blocking
PIP, resynthesis by lipid kinase inhibitors. To address this
question we applied in the bath, the kinase inhibitor
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Figure 4 Effect of IMI response on I in the presence of U73122.
SCG neurones were incubated during 5 min with U73122 (10 uM) or
its inactive analog U73343 (10 uM). (a, b) Effect of U73343 on the
amplitude of Jy in the presence of 10 uM Oxo-M (a) or 10 uM IMI
(b). Current traces representative of (a, b), respectively, before (el,
f1) and during application of Oxo-M (e2) or IMI (f2). (c) Effect of
U73122 on the amplitude of I in the presence of 10 uM Oxo-M or
10uM IMI. Current traces representative of (c) before (gl) and
during application of Oxo-M (g2) or IMI (g3). (d) Summary of
experiments. Data plotted as meants.e.m. The numbers above
columns indicate the number of tested cells. *Indicates P<0.05;
t-test vs control.

wortmannin (Nakanishi et al., 1995) and used the muscarinic
inhibition as a positive control. As expected, the recovery of Iy
from inhibition by Oxo-M in control conditions was 82+9%
(n=3; Figure 5a), whereas only 32.5+5% (n=4) was
recovered 5min after wortmannin (10 M) treatment began
and the recovery was slowed (Figure 5a). In order to discard
effects due to desensitization in successive application of Oxo-
M, this experiment was repeated in independent cells with the
same result (n=4). Furthermore, this positive control with
wortmannin has been extensively documented (Suh & Hille,
2002). Interestingly, the recovery of Iy from inhibition by
IMI in control conditions was of 96+2% (n=35; Figure 5b)
whereas just 504+0.3% (n=35) Smin after wortmannin
(10 uM, Figure 5b) treatment began. Cumulative data support
this finding (Figure 5c). In Figure 5d and e, superimposed hy
traces representative of Figure 5a and b respectively are
shown. These results support the hypothesis that recovery of
Iy from inhibition by IMI requires recycling of agonist-
sensitive pools of PIP,.

Finally, in order to demonstrate the participation of PIP; on
the response induced by IMI on Iy, we dialyzed SCG cells for
5min with PIP; (182 uM) via the patch pipette and muscarinic
inhibition was used as a positive control. Current evidence
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Figure 5 Recovery of I from inhibition by IMI in the presence of
Wortmannin. (a) Inhibition and recovery of I by 10 uM Oxo-M in
control conditions and under treatment with Wortmannin (10 uM).
(d) Superimposed I traces of (a) before (d1, d2, d3) or under
treatment with Wortmannin (d4, d5, d6); during control conditions
(d1, d4). in the presence of Oxo-M (d2, d5) and after washout (d3,
d6). (b) Inhibition and recovery of Iy by 10uM IMI in control
conditions and under treatment with Wortmannin (10 uM). (e)
Superimposed Iy traces of (b), before (el, €2, e3) or under treatment
with Wortmannin (e4, 5, e6) during control conditions (el, e4), in
the presence of IMI (e2, e5) and after washout (e3, e6). (c) Summary
of experiments. Data plotted as mean £ s.e.m. The numbers above
columns indicate the number of tested cells. *Indicates P<0.05;
t-test vs control.

demonstrating the effect of PIP; on K* channels has
been obtained from expressed channels (Xie et al, 1999;
Loussouarn et al, 2003). A direct interaction between an
identified histidine residue in the C terminus proximal to the
cytosolic end of the last transmembrane domain (S86) of the
KCNQ channel and PIP; is proposed by Zhang et al., 2003.
Mutations of this histidine residue significantly decrease the
sensitivity of the channel to PIP; resulting in functionally silent
channels. Thus, if PIP, hydrolysis underlies the effect induced
by IMI on Iy, intracellular restoration of this phospholipid via
the patch pipette would be expected to prevent or diminish the
IMI effect. In cells dialyzed with the control internal solution,
we found that the percent of inhibition of Iy by 10 uM Oxo-M
(Figure 6a) was 80.143%; n=13. In the presence of PIP,,
this inhibition was reduced significantly (P<0.05; 9.6+2%:
n=10) (Figure 6b). Notably, a similar result was found for
IMI inhibition. In control cells, 10 gM IMI inhibited Iy by
56.6+2% (n=11; Figure 6a) whereas in the presence of PIP,
only 20.14+2% (n=13; Figure 6b). Summary data of these
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Figure 6 Effect of IMI on [y under intracellular application of
PIP,. Inhibition of iy by 10uM Oxo-M and 10uM IMI in the
absence (a) and the presence (b) of PIP, (182 puM) in the patch
pipette. (d, e) Superimposed /Iy traces of (a, b) in the absence (d1, d3,
el, e3) or the presence of Oxo-M (d2, e2) and IMI (d4, ed). (c)
Summary of experiments. Data plotted as meants.em. The
numbers above columns indicate the number of tested cells.
*Indicates P<0.05; t-test vs control.
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experiments (Figure 6c) are illustrative and consistent with the
above observations. In Figure 6d and e, some superimposed Iy
traces representative of Figure 6a and b, respectively, are
shown. This result supports our proposition that a decrease in
PIP; concentration underlies the Iy inhibition by IMI.

Discussion

In a previous report (Cuellar-Quintero et al., 2001), we
describe that IMI reversibly reduces Iy while voltage
dependence or kinetics remains unchanged. Furthermore, we
documented that IMI can access the intracellular side when
applied either in the bath or in the pipette. In addition, we
showed evidence that the neutral form of IMI applied
extracellularly enhances its effectiveness in reducing I, likely
by facilitating the passage of IMI across the membrane. These
results prompted us to ask whether IMI might act on an
internal substrate involved in the receptor-mediated inhibition
of Iy. Here we show for the first time in a native system
(SCGs) that, (1) a PLC inhibitor (U73122) prevents lyy from
the inhibition by IMI, (2) a generic phosphatidylinositol
kinases inhibitor (wortmannin) prevents the recovery of Iy
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from inhibition by IMI, as some kinases are needed likely for
PIP, resynthesis, and (3) internal dialysis of the cell with PIP,
disrupts the I inhibition by IML.

IMI targets PLC to inhibit 1,

To date it is widely accepted that the M-channel is linked to a
G protein coupled receptor (Suh & Hille, 2002). Therefore, we
asked whether IMI could inhibit s by G protein activation.
Figure 1 shows that dialysis with the competitive inhibitor
GDPSS does not alter the induced-inhibition of Iy by IMIL
This indicates that IMI does not act on the G protein or the
receptor, rather that its substrate is located downstream of the
regulatory pathway. Accordingly, Fukuda et al. (1994) found
that IMI directly activates PLCf in cultured neurones of rat
frontal cortex. This result prompted us to ask whether IMI is
able to activate PLC also in SCGs. Figures 2¢c and 4c show that
the PLC inhibitor U73122 prevents Iy inhibition by IMI. This
finding is consistent with the hypothesis that IMI stimulates
PLC activity to inhibit ;. Thus, it is tempting to speculate
whether this drug might exert its action through an already
known G protein-coupled receptor pathway. It has long been
proposed that the M channel is linked to membrane receptors
through signaling cascades involving G proteins and second
messengers (Hille, 1994). Presently, it is well known that
muscarinic M, and Bradykinin B, receptors both couple to a
heterotrimeric G protein, G, (Haley et al., 2000) and exert
modulatory influences on the M channel. Furthermore, it is
documented that each cascade stimulates a different PLCS,
PLCB, (Berstein et al., 1992; Dippel et al., 1996) or PLCf,
(Haley et al., 2000). Thus, the initial claim by Fukuda et al.
(1994) that IMI directly activates PLCf, without receptor or G
protein mediation in cultured neurones of rat frontal cortex, is
supported by our results. There is some concern that IMI
might promote intracellular actions by Ca** rise from internal
stores, likely IP;-activated. The B, pathway may be a possible
target for IMI because it is part of the Ca’*-dependent
signaling cascade. However, unlike BK, no Ca**-dependence
for IMI response on Iy, was observed (Figure 3). Otherwise,
muscarinic agonists do not alter intracellular Ca** concentra-
tion at all in sympathetic neurones (Beech et al., 1991), and IP;
produced by M, receptor-induced hydrolysis of PIP; has not
been shown to have any consequence concerning Iy, regula-
tion. Therefore, the muscarinic M, cascade seems, with data
presently available, the likely signaling pathway being altered
by IMI in s regulation. Further experiments to confirm this
proposition are beyond the scope of this work.

PIP; hydrolysis underlies the effect induced by IMI on 1

To date, PIP; is the strongest candidate being investigated to
modulate the M channel. This hypothesis implies that an
agonist-induced reduction in PIP, concentration may be
responsible for M-channel closure (Suh & Hille, 2002; Zhang
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This study aimed to assess the effects of the antidepressant
drug imipramine (IMI) on the neuronal M-type Kt current
(lkgmy). We show that IMI reversibly reduces Ik with an 1Csp
of 7 uM. The V5 and slope factor of the steady state activation
curve remained unchanged after IMI, indicating a2 mode of
action that is voltage insensitive for blocking the M-channel.
Patch pipette application of IMI elicits same inhibitory response

Key words: Antidepressant drugs; Imipramine; M-current regulation; Neurons; Potassium channels

suggesting a binding site on the M-channel accessible from both
sides of the cell membrane. Accordingly, the inhibitory effect of
IM is larger by rising external pH near to the pK, of the drug.
Therefore, we propose that a neutral form of IMI binds more
efficiently to M-channels to exert.its inhibitory action by a
voltage-independent mechanism. NeuroReport 12:2195-2198 ©
2001 Lippincott Williams & Wilkins. .

INTRODUCTION

The M-current (Ixpy) is a voltage-dependent, slowly acti-
vating and non-inactivating K* current strongly inhibited
by muscarinic receptors in peripheral and central neurons
[1]. M-channels open near to the threshold of neuronal
firing, therefore sustained activation of I reduces neuro-
nal excitability as it does during the adaptive behavior of
spike frequency [2]. In contrast, receptor-mediated inhibi-
tion of Ixqqy generates a slow excitatory postsynaptic
potential that may induce high frequency repetitive firing.
Moreover Ixp inhibition increases cell input resistance,
thereby making other concomitant excitatory inputs more
likely to fire the neuron [1]. Besides muscarinic agonists,
peptides including bradykinin, angiotensin II and sub-
stance P inhibit Iy by activating their specific G-protein
coupled receptors [3-5]. Thus, neurotransmitters or ther-
apeutic drugs suppressing Ixpy might have profound
effects on neuronal excitability.

The antidepressant drug imipramine and related com-
pounds are frequently used for the treatment of depressive
disorders. Although it is commonly accepted that their
therapeutic actions may involve the blockade of the seroto-
nin (5-HT) and noradrenaline reuptake, other acute effects
of antidepressant drugs have been reported including
stimulation of phospholipase C [6] and glutamate release
[7] and inhibition of native K* currents or cloned K*
channels [8-10]. These K* currents are mostly involved in
action potential spiking, rather than in modulating synaptic
efficacy and/or firing frequency, as Iggy) does. Therefore

the aim of this study was to test whether therapeutic
concentrations of imipramine reduce Ixpy in rat sympa-
thetic neurons.

MATERIALS AND METHODS

Preparation: Experiments were performed on 1-day cul-
tured superior cervical ganglion (SCG) neurons from 5- to
6-week-old male rats (Wistar). Rats were quickly killed
with CO, and decapitated. Neurons were dissociated,
centrifuged, and suspended twice in DMEM supplemented
with 10% heat-inactivated horse serum. Neurons were
plated on poly-L-lysine-coated dishes and incubated 'in
culture medium at 37°C (5% CO»).

Current recording: Patch-clamp recording of Ixpg was
performed in the whole-cell configuration with a List EPC-
7 amplifier. Series resistance was 3-7MQ and partial
compensation was sometimes used. Voltage pulse com-
mands were generated and current records were sampled
(5kHz) and analyzed using BASIC-FASTLAB (Indec Sys-
tems) and Sigma Plot (SPSS Inc). Ik was activated by
setting a holding voltage at —25mV and deactivated by
500ms command pulses from —25mV to —60mV (every
45s). Igv deactivation amplitude and its percentage inhibi-
tion were measured as described [11]. Statistics are given
as means *s.e.m.

Solutions: SCG cells were bathed with the following
Ringer’s solution (mM): 160 NaCl, 2.5 KCl, 5 CaCly, 1

0959-4965 © Lippincott Williams & Wilkins
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MgCl,, 10 HEPES, 8 glucose, 0.2 uM tetrodotoxin. The pH
was adjusted to 7.4 with NaOH. The internal solution was
(in mM): 175 KCl, 5 MgCl,, 5 HEPES, 0.1 BAPTA, 5 ATP,
0.3 GTP, 0.1 leupeptin. The pH was adjusted at 7.4 with
KOH. Imipramine (IMI) was applied by using a focal
perfusion system (Automate Scientific, Inc.) which locally
exchanges the external solution within 1s. IMI treatment
was for 40-60s allowing it to attain its maximal effect.
Experiments were done at room temperature.

Chemicals: Imipramine (RBI), HEPES and GTP (Sigma),
BAPTA (Molecular Probes), leupeptin, dispase and ATP
(Boehringer Mannheim), DMEM and horse serum heat-
inactivated (Gibco).

RESULTS

Imipramine inhibits Ixny in a dose-dependent and reversi-
ble manner: To test if Iy is affected by IMI, a concentra-
tion of 50 pM of the drug was initially used. Fig. 1a shows
that IMI quickly reduces the deactivation amplitude of
Ixvy (filled triangles). This effect of IMI has a comparable
time course as for the inhibition by the external M-channel
blocker Ba?t (200uM) [12]. At the holding potential of
-25mV Ixpy is fully activated (Fig. 2), therefore, its
inhibition is also revealed by a downward shift in the
holding current, as shown for the representative records
from this experiment (Fig. 1ba,bb). The mean Ikpy) inhibi-
tion by 50 M IMI or 200 uM Ba?* are 80+3% and 39 +5%
respectively (Fig. 1c, left). As well as being reversible, IMI
inhibits Ixpq) in a dose-dependent way with an ICsy of
7uM (Fig. 1c right). This value is identical to the ICs5 for
IMI inhibition of the neuronal Iy (7pM) and delayed
rectifier (6.8 uM) K* currents [8,9].

Inhibition of Ixay is voltage-independent: IMI inhibits I
by an open channel mechanism [8] and blockade of cloned
HERG channels is weakly voltage dependent [10], indi-
cating that IMI reduces K* currents by different ways.
Therefore we test the voltage dependence of the Ixqy
inhibition by measuring its steady state activation curve
before and until IMI attained its maximum effect. Figure 2a
shows that IMI decreases the M-channel-mediated macro-
scopic conductance without noticeable changes on its
activation curve, as indicated by the similar values of Vy5
(control = —55.8 £ 0.8 mV, IMI= -56.0+0.7 mV) and slope
factor (control=6.4+0.6, IMI=6.8+0.6) from the Boltz-
mann fits for the control (circles) and IMI condition
(triangles). Indeed when the test values of conductance are
scaled to the control, IMI does not produce any voltage
shift of the activation curve (Fig. 2c). Thus IMI reduces
Ikov by a voltage-independent mechanism.

We sought for an open-channel mechanism of Ikpg
inhibition. However IMI change neither the deactivation
kinetics nor induce a time-dependent Ik inactivation. For
the deactivation analysis, tail currents were fitted with a
single exponential function yielding a time constant of
87.5+7ms (n=9) and 87.8+9ms (n=38) for the control
and IMI treatment, respectively.

Internal imipramine reduces Ixogy: The short latency and
rapid reversibility of Igqn inhibition suggests that IMI
binds to M-channels at a site accessible from the external
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Fig. . Extracellular IMI inhibits M-current. (a) Symbols represent the

amplitude of Iy measured every 4s. IMI and Ba** were applied as
indicated by the horizontal bars. IMI (50 uM) elicits a reversible strong
inhibition of lgp (filled triangles) and Ba?* (200 uM) blocks sensitive K*
current (open squares). (b) Superimposed Iy traces during a 500 ms
test pulse to —60mV from a holding potential of —25mV, in the absence
(bal, bb3) or presence of IMI (ba2) and Ba?* (bb4) from data in (a). (c)
Aggregated data for inhibition of lxgq by IMI and Ba?*; numbers above
columns indicate the number of tested cells. Data plotted as mean
s.em. * p <0.05; t-test vs control. (d) Concentration-response relation-
ship for Ikp inhibition by IMI. Concentrations are plotted on a semi
logarithmic scale and data were fitted with the logistic function,
y=[A1—Aa/l + (X/Xo)?] + Ay with EC5p=7puM. The number of cells
tested for each concentration stands above error bars.

side of the cell membrane. Indeed IMI does not affect I
when applied internally in hippocampal neurons [8].
Despite this, we assessed whether IMI reduces Ixpy from
inside by dialyzing the recorded neuron with the drug
(50 uM) and vigorously 'bathing the cell, to prevent any
action of internal IMI that might leak to the outside. Figure
3a shows that under these conditions external Ba?* quickly
reduces Igny and as soon as the blocker is washed-out,
Ixowy has a tendency to increase. However its recovery is
curtailed by a spontaneous and irreversible decrease of
Ik, presumably due to the dialysis of IMI. Representative
records from this experiment are shown in Fig. 3b. In 16
cells IMI in pipette produces a mean inhibition of 47 & 8%
(Fig. 3c) and the mean latency for this spontaneous effect is
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Fig. 2. M-channels conductance-voltage data fitted with a single Bolz-
mann function. (a) Conductance-voltage curve for M-channels was
constructed with tail currents at —70 mV after depolarizing steps of 5 mV
from a holding potential of —70mV, before (circles) and during IMI
(10pM) exposure (triangles). The Vos and slope factor values of the
fitted Boltzmann functions are indicated in the main text (n=4). (b)
Superimposed M current traces from the conductance-voltage curve
during 500ms test pulse to —60mV (bal, ba2) and to —35mV (bb3,
bb4), from a holding potential of —25mV; control (bal, bb3) and IMI
(ba2, bb4). (c) Relative Iy conductance—voltage data in IMI (filled
triangles) from data in (a) were scaled to match the control (open
circles). Boltzmann fits are superimposed.

120+4s uF n seal breakthrough. The mean effect of
external Ba*" is 41 +8% (Fig. 3c). Thus blockade of the M-
channels also occurs when IMI is applied internally.

Ixow) inhibition by IMI is enhanced at pH 8: Previous
work has shown that the uncharged forms of amitriptyline
and IMI are more effective blockers of the delayed rectifier
and I K* currents, respectively [8,9]. Therefore to assess
whether the neutral form of IMI (n-IMI) is more effective
than the charged form in inhibiting I, the proportion of
these chemical forms was changed by raising the external
pH from 7.4 to 8. At pH 7.4 IMI is mostly charged, so in
order to look for a clearest effect of n-IMI, a nominal
concentration of 5uM was used. Figure 4a shows that at
pH 7.4 IMI produces a steady state inhibition of 45.8%
(mean of the last five open triangles) but it rises to 88.3% at
pH 8 (mean of the last five filled triangles). The enhanced
effect of IMI at pH 8 is quite reproducible as shown in Fig.
4b. Thus the mean inhibition increases from 45.4+3% to
76.9 +2% (n=13).

To test for any direct effect of pH on Ixpy its current
density was measured. Changing the pH from a physiolo-
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Fig. 3. Intracellular IMI inhibits M-current. (a) Symbols represent the
amplitude of I deactivation measured every 4s. External Bal®
(200 puM) was applied as indicated by the horizontal bar and the inhibitory
effect of IMI in pipette (50 pM) is highlighted by the filled triangles and
the dashed line. (b) Superimposed lgpq) traces during a 500ms (test
pulse) to —60mV from a holding potential of —25mV, in the absence
(bal, bb3) or presence of Ba’* (ba2) and IMI (bb4) from data in (a). (c)
Data summary for inhibition of lxgy by IMI in pipette and external Ba*;
numbers above individual columns represent the number of tested cells.
Data plotted as mean +s.e.m. * p < 0.05; t-test vs control.

gical value to an alkaline level has no significant effect on
Ikqwy current density (Fig. 4c). The mean Ikpg current
density at pH 74 and 8 are 15+0.1pA/pF and
1.6+ 0.1 pA/pF, respectively. Consequently the larger Ixng
inhibition seen at pH 8 may be due to a higher effective
concentration of n-IMI (see below).

DISCUSSION
The present results show that IMI reversible reduces Ixng
in a dose-dependent and pH-sensitive way. It is noticeable
that inhibition of Iy is in part different than for others
voltage-dependent K* currents [8,10]. For instance IMI
inhibits I4 with an increased inactivation rate [8], as
expected for an open-channel blocking mechanism [13]. In
contrast IMI neither changed the steady state activation of
Ixpvy nor its kinetics of activation or deactivation, suggest-
ing that opening of the M-channels is not a requirement for
their blockade. Moreover IMI in pipette reduces Ikpg
whereas internal IMI does not affect to I4 [8]. Thus IMI
may block several ion channels by different mechanisms
and sites of actions (see below).

Pertussis toxin disrupts IMI suppression of L-type Ca?*

Vol 12No 1020 july2001 2197
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Fig. 4. Effect of pH on M-current inhibition by IMI. Symbols represent
the amplitude of I deactivation measured every 4s. (a) IMI (5pM)
was applied as indicated by the horizontal bars, at pH 7.4 (open triangles)
and pH 8 (filled triangles). (b) Data summary for inhibition of lxpm) by IMI
at pH 7.4 and pH 8. (c) Data summary for M-current density at pH 7.4

and pH 8. Numbers above individual columns represent the number of -

tested cells.

channels from dorsal root ganglion neurons [14]. Moreover
in cortical neurons IMI stimulates IP; production and raises
intracellular Ca?*, effects occluded by muscarinic or brady-
kinin receptor stimulation [15]. Therefore IMI may act
through stimulation of the G-protein signaling pathways
that endogenously modulate Ixqy) [1,11]. To assess whether
IMI acts via a G-protein-linked mechanism, its effect was
evaluated in neurons dialyzed for 10 min with the G-
protein signaling blocker GDPaS, and muscarinic Ixqy
inhibition was used as a positive control. As expected,
GDPaS disrupted the receptor-mediated inhibition of Ik,
but neither the extent nor the kinetics of Ixpy inhibition by
IMI was changed (not shown). Thus G-proteins do not
underlie the effect of IMI on Ikpy. Despite IMI might
activate a Ca®* signal and inhibit Ixpy via a direct action of
Ca?*, or a Ca’*-sensitive protein, on the M-channel [15,16].
However dialysis of 20mM BAPTA, a procedure that
readily disrupts receptor-mediated inhibition of Ixpy [11],
did not prevent the effect of external IMI (not shown).

Thus our results suggest that IMI mostly binds to the M-
channel protein to inhibit Ixpg), although we cannot ex-.
clude the contribution of a Ca?*-dependent mechanism,
particularly when IMI is provided via the internal solution.

Raising the pH from 7.4 to 8 enhanced the effectiveness
of IMI in reducing Ixpy. Because alkaline external solutions
by itself do not affect to Ixp) (Fig. 4¢c) and others voltage-
dependent currents as well [13], we suggest that the larger
effect of IMI at pH 8 results from an increment of n-IMI
concentration. IMI is a weak base with pK, of 9.5, therefore
using the Henderson-Hasselbach equation and 5puM nom-
inal IMI, the estimated concentrations of n-IMI at pH 7.4
and 8 are 39.4nM and 153.2nM, respectively. Hence this
rise of n-IMI increased mean inhibition from 45.4 +3% to
76.9 +2%. Thus n-IMI may be the active form that readily
inhibits Ixpy. Furthermore a neutral molecule interacting
with the M-channel is quite compatible with the lack of
voltage-dependent effects of IMI.

Inhibition of Ixpy by therapeutic concentrations of IMI
can produce a long lasting and profound enhancement of
neuronal excitability. A consequence of drug-induced Ixpy)
inhibition and the resulting neuronal firing might be the
stimulation of neurotransmitter release [7]. Indeed in SCG

‘neurons the relatively selective M-channel blocker linopir-

dine induces noradrenaline release, with a latency and
time course that parallels Ixpy inhibition [17]. Thus it
would be interesting to test in central neurons whether IMI
enhances monoaminergic neurotransmission by stimulat-
ing spontaneous or evoked noradrenaline or 5-HT release.

CONCLUSION

‘The antidepressant drug imipramine reversible reduces

Ixkaqy by a voltage-independent mechanism. Inhibition of
Ixpq is mostly mediated by the neutral form of imipra-
mine. This suggests that IMI directly binds to the M-
channels, presumably in the resting state.
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