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RESUMEN

El protocolo de facilitacién por pulso pareado (FPP) y los registros extracelulares
de potenciales de campo, fueron usados para identificar los tipos de canales de potasio
presinapticos que se encuentran en las terminales nerviosas de la sinapsis cortico-estriatal
de la rata mediante experimentos de oclusién farmacolégica. Estos canales iénicos
participan en un gran naimero de funciones celulares y son puntos criticos para la
regulacién de la neurotransmisién en el sistema nervioso.

Alteraciones en los canales de potasio pueden generar perturbaciones en la
excitabilidad de la membrana asi como en la funciéon neuronal. Asimismo, son blancos de
transmisores, hormonas y de algunos farmacos que pueden modificar su funcién. Las
técnicas anteriores fueron usadas para medir los efectos de bloqueadores especificos de
canales de potasio los cuales fueron: BDS I y II, Margatoxina, Tertiapina, Tityustoxina Ka,
Iberiotoxina, Apamina, Agitoxina y Dendrotoxinas (a, 3, y, §, I y K). Los experimentos se
realizaron en presencia de Bicuculina 10 pM que es un bloqueador especifico del receptor
GABAaA, para eliminar el componente inhibitorio y obtener soélo la respuesta
glutamatérgica.

En estas condiciones, la intensidad de los estimulos se ajustaron para ver poca o
ninguna facilitaciéon en el tiempo de registro durante el control, lo cual permiti6é detectar
los cambios provocados por la administraciéon de los diferentes bloqueadores en esta
sindpsis, asimismo determinar el cambio en la facilitacion, que es el cociente entre la
amplitud de la respuesta al segundo estimulo (S2) entre la respuesta al primer estimulo
(S1). Los bloqueadores se prepararon en soluciones stock, se disolvieron en la solucién
salina y se administraron a la preparacion a través del dispositivo de perfusion.

El bloqueo de canales de potasio mediante el empleo de bloqueadores especificos,
produjo en la mayor parte de los casos depresion por pulso pareado (DPP), lo que
sugiriere que dichos canales estan presentes en las terminal sindpticas cortico-estriatales.
Los principales canales presentes pertenecen a la familia Kv1, excepto el Kv1.2 ya que no
se observo ningun efecto significativo después de la aplicacién del bloqueador especifico:
Tityustoxina Ka. Los canales de potasio dependientes de Ca?* tipo BK estuvieron
presentes, por el contrario otros canales de potasio dependientes de Ca?* como los SK no
se presentaron en el estriado, pero ejercen su efecto en otras neuronas ya que en términos
generales la Apamina mostré un aumento en la FPP lo que sugiere que el papel de estos
canales pudiera ser indirecto.

Los resultados mostrados en el presente trabajo sugieren que los canales de estas
familias intervienen en los procesos de modulacién de la liberacién de neurotransmisores.



INTRODUCCION

La Transmision sindptica.

La transmision sindptica es la principal via de comunicacion en el sistema nervioso, es el
mecanismo que se establece entre dos neuronas y a través del cual se transmiten las sefales
eléctricas de unas células nerviosas a otras (Engelman y MacDermott, 2004). El punto en que se
transmite la actividad se llama sindpsis (Matthews, 2001) y existen dos clases de sindpsis de

acuerdo al tipo de transmision: las sindpsis eléctricas y la sindpsis quimicas.

La Sindpsis eléctrica.

En las sinapsis eléctricas la transmision de los impulsos eléctricos se lleva a cabo
directamente, desde la célula presindptica a la célula postsinaptica, mediante el cambio en el
potencial de membrana y es conducida a otra célula por una via de baja resistencia denominada
union estrecha o comunicante, formada por conexinas y se trata de un tipo de comunicacion rapida

y de forma bidireccional (Simon y Goudenough, 1998; Kandel et. al., 2000).

La Sinapsis quimica.

En este tipo de sinapsis, las membranas plasmaticas de ambas células estan separadas por
una hendidura sinaptica. Por lo tanto, utilizan una sustancia transmisora con que la neurona
presinaptica se comunica con la postsindptica (Fig. 1). Es necesaria la liberacion de un transmisor
quimico por parte de la célula presinaptica para que se produzca la transmision de los impulsos
eléctricos. Este tipo de transmision es mas lenta, lo que permite que se adapte a una variedad de
funciones y que su actividad sea diversa.

Como se menciond, esta sinapsis utiliza una sustancia transmisora para que la neurona
presinaptica se comunique con la postsinaptica, la cual es sintetizada por la neurona presinaptica,

almacenada en vesiculas y liberada al espacio extracelular (Kandel et. al., 2000).



vesicula  Plat@  Dengrita
Neurotransmisor sinaptica  Sinaptica

Figura 1. Esquematizacion de una sinapsis quimica. Se puede apreciar los elementos pre y postsinapticos,
asi como un agente quimico (neurotransmisor).

La modulacion sindptica.

La terminal sinaptica es un sitio de regulacion de los cambios dependientes de la actividad
en la funcion sinaptica. La liberacion del neurotransmisor de las terminales presinapticas es
modulada por una variedad de mecanismos o factores, por ejemplo la acciéon de diversos canales
ionicos (Fig. 2) y dicha modulacion es importante para numerosas funciones nerviosas (Miller,
1998; Barral, 2001).

En general, para las sinapsis quimicas existen dos tipos de receptores: los que se constituyen
como receptor-canal llamados receptores ionotropicos o canales idnicos dependientes de
neurotransmisor, que son proteinas transmembranales los cuales contienen un canal selectivo para

diferentes estirpes ionicas. Este tipo de receptores responden muy rapidamente a la activacion



producida por los diferentes neurotransmisores (Bertrand y Changeux, 1995). Otro tipo de
receptores son los metabotropicos, en ellos el receptor es una estructura independiente del efector,
que tipicamente es un canal i6nico, en este caso la respuesta es mas lenta y actia de manera
indirecta, ya que el acople entre efectores y receptores esta mediado por proteinas-G
heterotriméricas y a mecanismos de sefializacion por segundos mensajeros (Bertrand y Changeux,

1995; Hammond, 2001; Hille, 2001).
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Figura 2. Factores presinapticos que influyen en la modulacion de la liberacion del neurotransmisor.
Varios canales pueden ser expresados cerca de los sitios de liberacion del transmisor, incluidos los que
realzan la liberaciéon como los canales de Sodio y Calcio dependientes de voltaje; y los que suprimen la
liberacién como los diferentes tipos de canales de potasio. Los almacenes de calcio en la terminal también
contribuyen a la regulacion de la liberacion del neurotransmisor. La activacion de canales idnicos
dependientes de ligandos o de receptores ionotropicos presinapticos, puede modular estos elementos celulares
y de ese modo influir en la liberacion. (Modificado de Engelman y MacDermott, 2004).

En el caso de receptores ionotropicos para el glutamato por ejemplo, son complejos

macromoleculares que contienen cuatro dominios transmembranales denominados M1, M2, M3 y



M4, siendo el dominio M2 el que confiere las distintas selectividades i6nicas del canal (Bigge,
1999). En los receptores metabotropicos hay una gran familia que funcionan por la activacion del
trifostafo de guanina (GTP) heterotrimérico unido a proteinas que juegan papeles importantes en la
transduccion de sefales. Estas moléculas tiene una estructura comun formada por 7 dominios
transmembranales (7 DTM). La familia GluR3 de receptores metabotropicos son unicos debido a
que tienen una gran region extracelular (Kubo y Tateyama, 2005).

La modulacién de los canales ionotropicos y metabotropicos pueden regular la liberacion
del neurotransmisor, controlando la cantidad de calcio que entra a la terminal presinaptica durante
un potencial de accion (Eliot et. al., 1993; Wu y Saggau, 1997; Miller, 1998). Esta alteracion en los
canales se denomina modulacién ya que este proceso permite que la célula esté controlada por
diversas sefiales tanto internas como externas. En las neuronas los responsables de la modulacion
son los neurotransmisores, ya que actian sobre un receptor que manda sefiales a la membrana para
iniciar una amplia cascada de eventos intracelulares y pueden disminuir la liberacion del
neurotransmisor y por lo tanto servir como un mecanismo de ajuste a la eficacia sindptica o prevenir
una excesiva liberacion de neurotransmisores (Lopez y Brown, 1992; Miller, 1998).

Como se menciono con anterioridad, la modulacion en la liberacion del neurotransmisor es
controlando la cantidad de calcio que entra a la terminal presinaptica lo cual provoca un incremento
en la permeabilidad al Ca*" y promueve la liberaciéon por exocitosis del neurotransmisor contenido
en las vesiculas; actuando sobre diferentes estructuras de la liberacion. Por otro lado, elementos
moleculares y celulares (Fig. 2) que forman parte de la terminal son cruciales en determinar la

naturaleza de la modulacion (Engelman y MacDermott, 2004).

Canales ionicos.

Los canales i6nicos son proteinas integrales que atraviesan la membrana celular y que
algunos poseen grupos de carbohidratos unidos a su superficie. Todos los canales estain compuestos

por dos o mas subunidades, que pueden ser idénticas o distintas (Kandel et. al., 2000). Los canales



permiten el flujo pasivo de los iones a favor de su gradiente de concentracion, entre el exterior e
interior de la célula a través de un pequefio agujero lleno de agua en la membrana -un poro- (Choe,
2002), ademas afectan el reconocimiento y seleccion de los iones que abren y cierran debido a
estimulos eléctricos, mecanicos o quimicos (Kandel et. al., 2000); y generan y transducen sefiales
eléctricas en las células vivas a través de las membranas. Sus papeles fisioldgicos son diversos
como es el caso de las neuronas en que el flujo de iones a través de canales de una célula a la
siguiente, permite la generacion y propagacion de los impulsos eléctricos y la transmision sinaptica.

En estudios recientes, muchos canales ionicos se han encontrado involucrados en muchas
enfermedades genéticas como la fibrosis cistica, arritmia cardiaca y la ataxia. Muchos de los
defectos adquiridos o genéticos llamados canalopatias neuroldgicas que han sido asociadas a la
disfuncion de los canales de potasio (Benatar, 2000). Algunos canales i6nicos se han estudiado
mediante alteraciones con moléculas o sustancias que actiian sobre ellos ya sea en su estructura o en

su actividad, lo que ocasiona modificaciones en la transmision del estimulo nervioso.

Canales de potasio.

Algunos de los canales que estan en las terminales nerviosas son los canales de potasio,
éstos son la clase mas diversa de canales i6nico (Benatar, 2000), son un importante determinante de
actividades celulares (Pongs, 1999), responsables de la restauracion del potencial de reposo en las
terminales nerviosas y en consecuencia de la repolarizacion de sus membranas durante los
potenciales de accion (Meir et. al., 1999; Hille, 2001) asi mismo la modulaciéon de estos canales

pueden influir dramaticamente en la liberacion del neurotransmisor (Dodson y Forsythe, 2004).

Estructura de los canales de potasio.

Existen multiples tipos de canales de potasio que se diferencian en su estructura (Fig. 3),

mecanismos de activacion, mecanismos de regulacion y farmacologia. Los canales de potasio son



de interés para los fisidlogos porque son los reguladores de diversas funciones celulares, ya que
dichas funciones son moduladas via activacion o inhibicion de estos canales.

Los canales de potasio forman tetrdmeros de cuatro subunidades o cada una con seis
segmentos transmembranales, formadoras del poro y cuatro subunidades [ accesorias

citoplasmaticas (Pongs, 1999; Benatar, 2000).

Figura 3. Estructura de los Canales de Potasio. a) Canales 2TM/P, b) Canales 6TM/P,
c) Canales 8 TM/2P y d) Canales 4TM/2P (Tomado de Choe, 2002).

Principales clases de canales de potasio.

Con base en el numero de segmentos en la membrana, los canales de potasio se han
clasificado en:

Canales 2TM/P. Consisten de dos hélices transmembranales (TM) con una asa formadora
del poro (P) entre ellos, ejemplificado por canales de potasio rectificadores entrantes y canales de

potasio bacterianos como KcsA (Fig. 3a; Choe, 2002).



Canales 6TM/P. Son la clase predominante entre los canales de potasio dependientes de
ligando y dependientes de voltaje (Fig. 3b; Choe, 2002).

Canales 8 TM/2P. Son un hibrido de 6 TM/P y 2 TM/P; se encontrd primero en la levadura
(Fig. 3c; Choe, 2002).

Canales 4TM/2P. Consisten de dos repeticiones de canales 2TM/P, 8TM/2P y 4TM/2P
probablemente agrupan como dimeros para formar un canal. Los canales 4TM/2P son mas
comunes. Estos son llamados canales de “salida”, son blancos de numerosos anestésicos (Fig. 3d).

El segmento S4 es marcado con signos positivos (+) para indicar que actia como sensor de

voltaje en los canales de potasio dependientes de voltaje (Fig. 3b; Benatar, 2000; Choe, 2002).

Propiedades funcionales de los tipos de Canales de Potasio.

Entre las funciones principales que realizan los canales de potasio encontramos:

1) Rectificador retardado. Comunes en muchas células excitables con cortos potenciales de
accion (1-10 ms). Activados en la despolarizacion y exhiben poco o ninguna activacion dentro
de cientos o miles de segundos (Meir et. al., 1999). A través de ésta se generan corrientes que
contribuyen principalmente para la repolarizacion del potencial de accion (Hille, 2001; Dodson

y Forsythe, 2004).

2) Transitorios rapidos A. Son activados en la despolarizacion, especialmente después de
periodos de hiperpolarizacién y se activan rapidamente, usualmente dentro de 1-100 ms (Meir
et. al., 1999). Después de la despolarizacion rapidamente sufren inactivacion dependiente de

voltaje (Hille, 2001; Dodson y Forsythe, 2004).

3) Canales de activacion lenta. Se activan en despolarizaciones modestas de potenciales de

reposo de la membrana (Dodson y Forsythe, 2004), son llamados Ks. cuya activacion dura



varios segundos, son menos selectivos que otros canales de potasio dependientes de voltaje

(Meir et. al., 1999; Hille, 2001).

4) Canales dependientes de Ca (Kcy). Se activan solo por las concentraciones micromolares
internas de calcio o por el calcio interno y la despolarizacion. Se subdividen en canales de
conductancia pequefia activada por calcio (SK) y conductancia grande (BK) (Meir et. al., 1999;
Hille, 2001). Son estructuralmente similar a los Kv, pero tiene un extension larga del C terminal
que se presume para la funcién en sensacion a los niveles de calcio o para modulacion por otras

moléculas pequefias (Benatar, 2000)

5) Canales dependientes de ATP (Katp). Son insensibles al voltaje, normalmente se encuentran
cerrados y son activados por el decremento en el nivel de ATP intracelular (Meir et. al., 1999;
Hille, 2001). Estos canales estan ampliamente distribuidos en diversos tejidos como células 3

pancreaticas, musculo esquelético, misculo liso, neuronas y células epiteliales (Benatar, 2000).

6) Canales S. Solo débilmente sensibles al voltaje, cerrados por la transmision de serotonina (5-
HT), cominmente encontrados en neuronas sensoriales de moluscos (Aplysia sp) asi como en

sus terminales nerviosas (Meir et. al., 1999; Hille, 2001).

Farmacologia de los canales de potasio.

Los canales de potasio pueden ser afectados por diferentes substancias y se pueden
clasificar en dos categorias: agentes que inhiben o bloquean los canales de potasio y agentes que
incrementan su actividad. Cada molécula bloqueadora presumiblemente compite con los iones
potasio por los sitios de unioén dentro del poro del canal o unirse a los sitios cerca del poro (Luzhkov

y Aqvist, 2005). Los canales de potasio pueden ser bloqueados tanto externa como internamente.



El Tetraetilamonio (TEA) y el Cesio (Cs"), son los agentes farmacologicos mas
cominmente usados. EI TEA y Cs" bloquean muchos canales de potasio, por lo menos
parcialmente. El bloqueo de canales de potasio por TEA extracelular depende de la presencia de un
residuo aromatico localizado cerca de la poro del canal (Hille, 2001), mientras que el cation
divalente Bario (Ba®") bloquea la corriente del poro (Luzhkov y Aqvist, 2005). Sin embargo ciertos
agentes, particularmente toxinas, parecen ser relativamente selectivas en sus acciones. La principal
fuente de obtencion de bloqueadores de canales de potasio son venenos de abejas, escorpiones y
serpientes; se trata de familias de toxinas ultima generacion que son usadas en el estudio de la
farmacologia molecular de estos canales (Grishin et. al., 1996; Coetzee et. al., 1999) y para su
modulaciéon (Katoh et. al., 2000). En la tabla 1 se muestran algunos de estos bloqueadores de los

canales de potasio.

TABLA |
Canal de K* Actua extracelular Actua intracelular
TEA, Cs', Ba*", H', TEAy QA, Cs’, Na', Li",
Rectificador retardado Capsaicina, dendrotoxinas, Ba®*
noxiustoxina 4-AP. 4-AP
Tipo A TEA, dendrotoxinas TEA, 4-AP
TEA (BK), Cs', Apamina TEA, Na', Ba*
Kca (SK), clotrimazol (IK/SK),
charybdotoxina,
Iberiotoxina(BK)
Rectificadores entrantes TEA, Cs", Rb", Na’, Baz+, H', Mg, espermina,
Sr' espermidina
Katp TEA, Cs', Ba® TEA, Na', Mg
Rectificadores retardados: TEA, Ba%, Cs' TEA
4-AP
Componente rapido Dendrotoxina.
Componente lento
Rectificadores entrantes o Sensible a Cs” y Ba™ Sensible a TEA y menos
anomalos Menos sensible a TEA sensible a Cs"

Agentes blogueadores de los canales de potasio. Abreviaturas: TEA, tetraetilamonio; Cs+, cesio; Ba2+,
bario; 4-AP, 4-aminopiridina (Rudy, 1988; Castle et. al. 1989; Nicoll, et. al. 1990; Coetzee et. al., 1999; Meir
et. al., 1999; Ashcroft, 2000; Hille, 2001; José, 2005; Rodriguez, 2005).




Los canales de potasio establecen el potencial de membrana en el reposo en valores
cercanos al potencial de equilibrio para el K" y median el transporte del mismo a través de la
membrana (Jones, 1997; Reiman y Ashcroft, 1999) y por consiguiente estan involucrados y son
importantes en la transmision sinaptica.

Como se mencion6 anteriormente la modulacion en la liberacion del neurotransmisor es de
gran importancia y debido a esto, un modelo adecuado para estudiar la modulacion presinaptica por
diversas sustancias o agentes quimicos es la preparacion cortico-estriatal de la rata in vitro (Jiang y
North, 1991; Barral et. al., 2001). Esta sinapsis es una estructura que forma parte de los ganglios
basales que juegan un papel complejo e integral en el control del movimiento de los que a

continuacion se hablara brevemente.

Los Ganglios Basales (GB).

La corteza cerebral de los mamiferos recibe aferencias de estructuras subcorticales como
son el cerebelo y los ganglios basales. Proyectando nuevamente ambas estructuras la informacion
procesada sobre la corteza cerebral via los nticleos taldmicos completando asi el circuito sindptico
(Allen y Tsukahara, 1974).

Los ganglios basales (GB) son una serie ricamente interconectado de nucleos del cerebro
encontrado en el cerebro anterior y en el cerebro medio de mamiferos, aves y reptiles (Reiner et. al.,
1998). En muchas especies, incluyendo muchos mamiferos, el nucleo del cerebro anterior de los
ganglios basales son la estructura subcortical telencefalica mas prominente (Wilson, 2004).

Las conexiones anatdmicas de los GB (Fig. 4) estan involucrados en un nimero de paralelos
y funcionalmente segregados circuitos cortico-subcorticales, los cuales soportan un amplio rango de
funciones sensorial, motor, cognitivo, emocional y motivacional del cerebro (Groenewegen, 2003).
Estas conexiones son mejor apreciadas dentro del contexto del arreglo de los distintos nucleos que

componen a los GB. Las principales estructuras son el nticleo caudado, putamen, globo palido (GP),



sustancia nigra pars y el subtalamo. Las principales aferentes a los GB son la corteza cerebral y el

talamo (Wilson, 2004).
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Figura 4. Organizacion funcional de los ganglios basales (GB). En el diagrama se observan las principales
aferentes y eferentes (fechas rojas) a la izquierda y la compartimentalizacion de los ganglios basales
(Modificado de Bear et. al., 2001).

El neoestriado.

El nacleo de entrada a los GB es el neoestriado, que consiste del nticleo caudado, putamen y
el nacleo accumbens. Estas tres estructuras son muy similares en su estructura interna. Dentro del
nucleo caudado y el putamen, las entradas de las areas sensorial, motora y de asociacion cortical
convergen con las entradas del nucleo taldmico intralaminar y las aferentes dopaminérgicas de la

sustancia nigra pars compacta (SNc).



Las salidas del neoestriado se proyectan exclusivamente hacia otras estructuras de los GB.
Los principales blancos de estos axones son tres nucleos: el segmento externo e interno del globo
palido (GPe, GPi respectivamente) y la sustancia nigra pars reticulada (SNr). Estas tres estructuras

son muy similares en su organizacion celular (Shepherd, 2004).

Elementos neuronales en el neoestriado.

La mayor parte de las neuronas en el neoestriado son neuronas principales, también
llamadas neuronas espinosas medianas (MSN; Fig. 5) de proyeccién, por el gran niumero de espinas
dendriticas que cubren sus dendritas, el soma de estas células alcanzan de los 12 a 20 pum de
diametro. De las MSN por lo general parten cuatro o cinco ramas dendriticas, las cuales llegan a
tener tipicamente de 25 a 30 brazos dendriticos terminales, la densidad de espinas dendriticas
incrementa rapidamente de la primera aparicion de espinas, cerca de 20 pm del soma a una punta a
una distancia de 80 pum del soma. Las MSN son neuronas de proyeccion, es decir que dejan el
estriado para establecer sus conexiones en otros nucleos, formando las llamadas vias directa e

indirecta del neoestriado.

Interneuronas.

Estas células corresponden s6lo una proporcion pequefia de las células en el neoestriado y
no esta claro que podria significar la existencia de diferentes tipos de interneuronas. Soélo tres tipos
han sido examinados con suficiente detalle para ser caracterizadas tanto funcional como

estructuralmente (Wilson, 2004).

Interneuronas colinérgicas: Representan menos del 2% de todas las células en el
neoestriado, esta neuronas tiene un elongado cuerpo celular (50-60 pm en longitud) con algunos

grandes arboles dendriticos (0.5 a 0.75 mm). Los axones de estas neuronas pueden estar



mielinizados inicialmente pero pierden su mielina en las reducciones del didametro axonal que

ocurre en repetidas bifurcaciones (Wilson, 2004).

Interneuronas que contienen GABA y parvalblmina. Interneuronas con una fuerte

capacidad de tomar GABA exdgeno. Representan del 3 al 5 % del total de la poblacion neuronal.

Interneuronas que contienen somatostatina y oxido-nitrico sintetasa. Representan del 1 al
2 % de la poblacion total de neuronas y son de tamaifio medio con grandes y cortos brazos
dendriticos y un campo axonal mas extendido que las interneuronas GABA/parvalbumina (Wilson,

2004).

H:‘-._ _f'/- Caudado

!

e,

Meurona Espinosa - . o ]

Med.ia.na o et

.‘_"“‘I
Heurona
Espinosa 7

Glga.nte y

- )
/ --é“/—--«- AN
3 — -.__. - -
Vel R <& ),
L 71 N I8
| I S | i Sl S '”*,
| LA =, r*{: o L =
\ 12 i TSR Ysd
v N el & |
L M= J = :
LY e
ol g— ) [ s,
Neurun}‘“m._q_ DA E: —_ 4
Espinogsa | —  T— T

Mediana g, ;o men Globo palido

Figura 5. Elementos neuronales en el neostriado. Se observan las neuronas espinosas medianas (MSN) de
proyeccion, llamadas asi por el gran nimero de espinas dendriticas (Modificado de Bear et. al., 2001).




JUSTIFICACION

El mecanismo por el cual se produce modulacion presinaptica en la sinapsis corticoestriatal
a través de la activacion de los canales de potasio presindpticos atn no ha sido comprendido en su
cabalidad. Los resultados de trabajos anteriores (Bargas et. al, 1998; Barral, 2001) han
demostraron que solamente de manera parcial los canales de calcio estan involucrados en la
modulacion; esto nos llevo a realizar el presente trabajo con el fin de determinar si los canales de
potasio se encuentran presentes en las aferentes corticales que llegan al estriado y cuéles pudieran
estar involucrados en la modulacion.

La gran variedad de canales idnicos existentes en las células nerviosas y sus diversos
papeles fisiologicos (por ejemplo los canales de potasio, importantes para la regulacion de la
neurotransmision), son el blanco de varias enfermedades como la miastenia gravis o el sindrome de
Lambert-Eaton por mencionar algunas. El estudio de estos canales posibilitaria el desarrollo de
farmacos que pudieran activar o bloquearlos en regiones selectas del sistema nervioso y asi tener un
méaximo de eficacias terapéuticas. Sin embargo, existe una dificultad significante para la industria
farmacéutica; el escaso conocimiento de los diferentes canales presinapticos, la identificacion y la
seleccion inicial de blancos moleculares para el desarrollo de nuevas drogas. Estos blancos
moleculares tienen que reunir diferentes caracteristicas como: conocer sus funciones bioldgicas,
realizar ensayos in vitro y tienen que ser accesibles para pequefios componentes in vivo. Los canales
i6nicos tienen muchos de estos atributos y son vistos como puntos blancos de pequefias drogas
moleculares.

Por consiguiente, el incremento en el conocimiento de la estructura y funcién de los canales
es de gran importancia, probablemente ayudara a identificar nuevas enfermedades producidas por
alteraciones en los mismos y asi desarrollar el disefio de nuevas terapias para los trastornos
neuroldgicos.

Por lo que, con base a lo anterior se proponen los siguientes:



OBJETIVOS
GENERAL

+ Identificar los canales de potasio presentes en las terminales sinapticas cortico-estriatales de la

rata mediante el empleo de bloqueadores especificos.

PARTICULARES

+ Analizar la accién de bloqueadores especificos de canales de potasio de la familia Kv sobre la

modulacidn presinéptica en la sinépsis cortico-estriatal de rata.

++ Determinar si los canales de potasio identificados se encuentran en la porcion presinaptica o

postsinaptica.



MATERIAL Y METODOS
Organismos.

En nuestro laboratorio, asi como en la instituciéon se han tomado previsiones para evitar el
sufrimiento de los animales utilizados en este estudio bajo la normatividad nacional e internacional
para la realizacion de experimentos con animales (Norma Oficial Mexicana, NOM-062-Z00-1999;
Guide for the Use and Care of Laboratory Animals, Society For Neurosciences). Se utilizaron ratas
macho Wistar de 100 a 120 g de peso (n= 40), con alimentacién ad livitum. Bajo anestesia, se
extrajo el cerebro y se colocd en solucion salina isoténica (125 mM NaCl, 3 mM KCl, 1 mM
MgCl,, 2 mM CaCl,, 25 mM NaHCO;, 11 mM glucosa, 0.2 mM tiourea y 0.2 mM ascorbato)
saturada, con una mezcla de Carbogeno (95 % O, y 5 % CO,); mantenida a un pH de 7.4 y una
temperatura de 4 = 1 °C. Posteriormente, se separaron los bulbos olfatorios, cerebelo y los
hemisferios cerebrales de los cuales se obtuvieron las rebanadas sagitales de 400 um de espesor con
un vibratomo (Campden Instrument, UK). Las rebanadas se colocaron y mantuvieron en incubacion
(en solucidn salina isoténica) a temperatura ambiente en un periodo no menor a 60 min. En estas
condiciones el registro se inicid aproximadamente después de una hora a partir de la ultima

rebanada obtenida.

Estimulacion y Registro de potenciales de campo.

De las rebanadas obtenidas, una de ellas se colocé en la camara de registro a la cual se le
hizo pasar un flujo constante de solucién salina 1.0 = 0.1 ml/min previamente gaseada con oxigeno,
a una temperatura constante de 34 £ 0.5 °C. Bajo estas condiciones se realizo todo el experimento.

Los estimulos se mandaron con ayuda de un electrodo concéntrico bipolar, el cual se coloco
entre el cuerpo calloso y el estriado, de esta manera se estimularon las fibras corticales aferentes al
neoestriado. Los estimulos se mandaron digitalmente con auxilio de la computadora, pasandolos a

través de una unidad aisladora (Digitimer DS2) en donde se reguld la intensidad (0-25 Volts), la



duracion (0.01-0.04 ms) y la frecuencia (0.4-0.06 Hz). Los potenciales de campo fueron registrados
mediante un microelectrodo de vidrio (obtenido a partir de un capilar estirado por calentamiento de
1.0 mm de diametro externo), con NaCl al 0.9 % utilizada como sustancia conductora.

El electrodo de registro se coloco dentro del cuerpo estriado siguiendo las estrias y en
paralelo al electrodo de estimulacién a una distancia de aproximadamente 1 a 2 mm dependiendo de

la actividad observada. El potencial de campo se amplifico y se digitalizo.

Procesamiento de datos.

La sefial electrofisiologica obtenida fue transferida a una computadora PC mediante el uso
de programas disefiados en un ambiente LabView. Cada trazo registrado fue medido, promediado,
analizado y graficado mediante el programa Origin (v 7.5 Microcal Software, Northampton, MA.

US.A).

Protocolo Experimental.

Para evaluar los eventos presinapticos asi como también la participacion de los canales de
potasio presinapticos, se emplean técnicas electrofisioldgicas indirectas ya que no es posible
introducir un electrodo de registro en las terminales. Para el presente trabajo se utilizo el paradigma
experimental de facilitacion por pulsos pareados (FPP), que ha sido utilizada por un sin nimero de
investigadores para estudiar eventos presinapticos (Dunwiddie y Hass, 1985; Mennerick y
Zorumski, 1995; Isaacson y Walmsley, 1995; Hernandez—Echeagaray, 1998; Barral, 2001).

Para entender este paradigma se han planteado varias hipotesis, quizds la hipdtesis mas
aceptada sea la del calcio (Ca*") residual propuesta por Katz y Miledi a finales de los afios 60°s
(Katz y Miledi, 1968; 1970) la cual se basa en la afirmacion de que la entrada de Ca®" es esencial
para la liberacion de neurotransmisor. En ese sentido, una sustancia que produzca la inactivacion de
corrientes de K en la terminal presinaptica, provocaria incremento en el influjo de Ca®" extracelular

(Andrew y Dudek, 1985; Miller, 1998). Sin embargo, esta hipdtesis ha sido poco estudiada y de



modo que cuando se bloquea las conductancias de potasio, la concentraciéon de Ca*" se incrementa
en el interior de la célula, debido a que los canales de Ca*" que se encuentran en la terminal

sinaptica permanecen mas tiempo abiertos (Fig. 6; Barral, 2001).
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Figura 6. Protocolo por pulso pareado. En A, principales trazos que muestran el efecto a diferentes
concentraciones de Ca”" extracelular. En B se muestra el radio por pulso pareado a diferentes concentraciones
de Ca®" extracelular. Notese que a mayor [Ca>'] se produce depresion por pulso pareado (DPP) mismo que
ocurre si se bloquean los canales de potasio presinapticos (Tomado de Barral et. al., 2001).

Pequefias modificaciones en la concentracion de Ca’" celular bastan para alterar
sensiblemente la aparicion espontanea de potenciales miniatura, y por lo tanto liberacion de
neurotransmisor (Del-Castillo y Katz, 1954a; Del Castillo y Katz, 1954b). Por lo tanto, cuando se
mandan trenes de estimulos a intervalos cortos de tiempo se observa ya sea un progresivo
incremento (facilitacion, aumentacién o potenciacion), o bien un decremento en la amplitud de las
respuestas sindpticas (depresion). Esto quiere decir que grandes cambios en la liberacion de
neurotransmisor pueden deberse a pequefios cambios en la concentracién intracelular de Ca®*
seguida de un pulso nervioso, como se muestra en la figura 6 (Barral et. al., 2001). Para el protocolo

de facilitacion por pulso pareado se mandan dos estimulos (S; y S;), cercanos en el tiempo (10-200

ms). La primera respuesta al primer estimulo es el componente S; (condicionante) y la segunda S,



(condicionado) como se muestra en la figura 7 (Dunwiddie y Hass, 1985; Herndndez-Echegaray,

1998; Barral, 2001).
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Figura 7. Registro extracelular de un potencial de campo en estriado de rata. Se pueden observar dos
negatividades (N; y N,), la primera es en respuesta al potencial antidrémico que corresponde a la informacion
que va del axoén a las dendritas y que aparece aproximadamente de 2 a 4 ms después del artefacto de
estimulacion. La segunda negatividad corresponde al potencial sindptico que aparecen a los 4 a 8 ms, y se
obtiene cuando las aferentes corticales que llegan al arbol dendritico o al soma de las neuronas estriatales
generan un potencial postsinaptico (Malenka y Coécsix, 1988). También se muestran dos registros (S; y S,)
separados por un intervalo de tiempo, para observar la facilitacién por pulso pareado a través del cambio en
las amplitudes de la espiga.

Los experimentos se realizaron en presencia de Bicuculina 10 pM que es un bloqueador
especifico del receptor GABA,, para eliminar el componente inhibitorio y obtener solo el
componente glutamatérgico (Nisenbaum et. al., 1992; Bargas et. al., 1998; Barral, 2001). En estas
condiciones, la intensidad de los estimulos se ajustd para ver poca o ninguna facilitacion (S,/S; = 1)

en el tiempo de registro durante el control.

Esto permiti6 detectar los cambios provocados por la administracion del agonista a los

neuromoduladores, asi como aquellos cambios provocados por los bloqueadores de potasio y



determinar el cambio en la facilitacion la cual se evalué como el cociente entre la amplitud de la

respuesta al segundo estimulo (S,) entre la respuesta al primer estimulo (S;):

PPF—>2

1

Que expresado en porcentaje es:

%PPF = 22—1 x 100

1

Para buscar la actividad neuronal, se aplicaron dos estimulos con una intensidad inicial de
20 V, una duracion de 0.1 ms y a una frecuencia de 0.5 Hz. Como el estriado no tiene un arreglo
laminar, la posicion de los electrodos fue diferente en cada registro obtenido. Una vez obtenido el
registro se disminuyo la frecuencia del estimulo a 0.1 Hz para obtener un registro estable, por lo que

a esta frecuencia de disparo se mantuvieron todos los experimentos realizados.

Farmacos Utilizados.

Para la realizacion del presente trabajo, se llevaron a cabo experimentos de oclusion
farmacolégica utilizando Bicuculina, antagonista GABA adquiridos de SIGMA (St Louis, Mo) y
bloqueadores especificos de canales de potasio proporcionados por Alomone Labs (Tabla 2). Todos
ellos se prepararon en soluciones stock y disueltos en la solucidon salina, se administraron a la

preparacion a través del dispositivo de perfusion.



TABLA Il

Toxina 1C50 Bloquea Referencia
Apamina | 100 nM- 1uM | SK, Kca 2.1, 2.2 | Nagayama et. al 2000; Strebaxk D. et. al. 2000 ; Barfod
et. al. 2001.
IbTX 5-50 nM BK Galvez et. al. 1990; Koschak et. al. 1997; Meera et. al.
2000.
o-DTX 10 nM- Kv1,1,1.2 Benishin et. al. 1988; Harvey, 2001.
0.5uM
B-DTX 10-100 nM Kv1,1,1.2 Benishin et. al. 1988; Harvey, 2001.
v-DTX 10-100 nM Kv 1,1 +, 1.2- |Benishin et. al. 1988; Harvey, 2001.
3-DTX 10-100 nM Kv 1,1, 1.2- | Benishin et. al. 1988; Imredy et. al. 1998; Harvey,
2001.
DTX 1 10-100 nM Kv1,1,1.2 Schweitz et. al. 1990; Hopkins, 1998; Harvey, 2001.
DTX K 10 nM Kv 1,1++, 1.2- | Schweitz et. al. 1990; Owen et. al. 1997; Southan y
Robertson, 1998; Wang et. al. 1999a.
TsTX Ko 5-50 nM Kv 1,2 Werkman et. al. 1993; Rogowski et. al. 1994,
MgTX 1-10 nM Kv1,3,1.6 Leonard et. al. 1992; Garcia-Calvo et. al. 1993,
AgTX 50 pM-10 nM Kv 1,3 Garcia et. al. 1994.
BDS 1y Il | 100 nM- 5uM Kv 3,4 Diochot et. al. 1998.
Tertiapina 50-100 nM GIRK 1/2 Jin et. al. 1999; Drici et. al. 2000; Kitamura et. al.

2000; Peleg et. al. 2002.

Bloqueadores especificos de Canales de Potasio. Los signos (-, +, ++) muestran la afinidad de la
toxina por dicho canal de menor a mayor afinidad. Abreviaturas: IbTX, Iberiotoxina; DTX,
Dendrotoxina; TsTX Ka, Tityustoxina Ka; MgTx; Margatoxina; AgTX, Agitoxina; BDS, Blood
Depressing Substance.

Anadlisis de Datos.

La significancia estadistica de los cambios observados con el protocolo de facilitacion por

pulso pareado (FPP), se examind en cada experimento sobre el mismo tejido; siendo éste su propio

control. Los cambios en la facilitacion por pulso pareado se expresaron en porcentajes y se

aplicaron pruebas no paramétricas (Test de Wilcoxon). Utilizando software comercial Minitab

(State College, PA) (Brown y Rhotery, 1993; Daniel 2002) y SYSTAT (Evanston, IL, USA).




RESULTADOS

El bloqueo de canales de potasio mediante el empleo de bloqueadores tanto inespecificos
como especificos produjo depresion por pulso pareado (DPP), tal como se habia sugerido

previamente (Barral et. al, 2001).

Protocolo por pulso pareado.

El protocolo experimental realizado en el presente trabajo, se ha llevado a cabo para el
estudio de eventos presinapticos. En la figura 8 se muestra la manipulacion experimental de los
canales de potasio y calcio, ya que modifican el valor del cociente S,/S; (facilitaciéon por pulso
pareado) de acuerdo a la “Hipdtesis del Calcio Residual” propuesta por Katz y Miledi (Katz y
Miledi, 1968; 1970). Como se puede observar, el bloqueo de canales de K™ con Ba*" produce un
decremento en la FPP conocido como Depresion por Pulso Pareado (DPP), posteriormente el
bloqueo de canales de Ca®* con Cd*" produce un incremento en la FPP. De modo que estos datos
sugieren que por medio de esta manipulaciéon farmacolégica, ambos tipos de canales (Ca*" y K*)

estan presentes en las terminales sinapticas.

Este protocolo ha sido utilizado junto con el registro extracelular, siendo muy sensible para
detectar dichos eventos (Barral, 2001; Barral, et. al, 2001) y donde al manipular ciertos parametros,

dicha evidencia es mas directa.
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Figura 8. Protocolo de Facilitacién por pulso pareado. Los canales de potasio y calcio participan en la
probabilidad de liberacion del transmisor glutamato en las aferentes cortico-estriatales. En A se observa el
curso temporal de un experimento representativo del bloqueo realizado por el Bario (Ba>") un bloqueador no
especifico de los canales de potasio y de Cadmio (Cd*") un bloqueador no especifico de canales de calcio. La
barra indica el tiempo en que fueron administrados los bloqueadores y los niimeros indican los puntos del
experimento que fueron tomados para representarse en B. Se puede observar el cambio en las amplitudes en el
transcurso del experimento. En B se muestran trazos representativos del experimento.

Efecto con bloqueadores no especificos.

Para determinar si los diferentes tipos de canales de potasio participan en la modulacion de
la liberacion del neurotransmisor en la sinapsis cortico-estriatal de rata se ocuparon antagonistas no

especificos: Tetraetilamonio, Bario, Cesio y 4-Aminopiridina (Fig. 9).



La figura 9 muestra el curso temporal de los diferentes experimentos, las barras indican el
momento en el que fue administrado el bloqueador y a que concentracion. Se puede observar un
mayor efecto en el bloqueo de los canales de potasio por TEA, Cesio y 4-AP lo que nos sugiere la

participacion de estos canales en la liberacion del neurotransmisor.
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Figura 9. Efecto del bloqueo de los canales de potasio con bloqueadores no especificos. Se observa el
curso temporal (A, B, Cy D) y trazos representativos de cada bloqueador (A1, B1, C1 y D1) respectivamente.
Las barras indican la aplicacion del agente bloqueador. Abreviaturas: Ba>"; Bario, TEA; Tetraetilamonio y 4-

AP, 4-Aminopiridina. (José, 2005)




Efecto de las Dendrotoxinas (DTX's).

Para confirmar la presencia de los canales de potasio dependientes de voltaje Kv 1 en las
terminales sindpticas cortio-estriatales, se aplicaron las diferentes dendrotoxinas (DTX’s), las cuales
produjeron DPP. En la figura 10, se observa los cambios en la relacion de las amplitudes S,/S;
durante la aplicacion de las diferentes toxinas; mientras que en la tabla 3 se muestra los distintos

valores obtenidos del analisis estadistico de cada toxina.
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Figura 10. Efecto del bloqueo de las diferentes dendrotoxinas (DTX’s). Trazos representativos mostrando
el control y la depresion por pulso pareado (DPP) producido por la aplicacion de cada una de las diferentes
dendrotoxinas.




Como se muestra en la figura 10C, la DPP provocada por la y-DTX indica la presencia del
canal Kv 1.1; lo que apoya la DPP inducida por la DTXg, ya que esta dendrotoxina es muy
especifica y su interaccion con estos canales de potasio requiere de la presencia de homdémeros de

dicho canal (Wang et. al., 1999a; Wang et. al., 1999b).

TABLA III
Dendrotoxina Depresion por pulso pareado (DPP) con respecto al control
(Figura)

o-DTX (10A) -37.2+£22.1 % (n=3; p = 0.25; Wilcoxon)

B-DTX (10B) -22.4 + 8.1 % (n=3; p = 0.5; Wilcoxon)

v-DTX (10C) -21.9+ 0.4 % (n=3; p = 0.5; Wilcoxon)

6-DTX (10D) -4.2 +£33.5 % (n=3; p = 1.00; Wilcoxon)

I-DTX (10E) -62.8 £4.8 % (n=3; p = 0.125; Wilcoxon)

K-DTX (10F) -41.7 % (n=1)

Valores de Depresion por Pulso Pareado (DPP). La aplicacién de 100 nM (B, y, 6 e I) y de 250 nM (a y K)
de DTX’s para bloquear los canales Kv 1.1 y Kv 1.2, produjo un cambio en la relacion S,/S; en el que el
signo negativo indica una DPP. Abreviaciones: n, nimero de repeticiones; p, probabilidad.

Efecto de la Tityustoxina Ka.

La Tityustoxina Ko (TsTX Ka) es un bloqueador especifico para los canales Kv 1.2, en la
figura 11 se muestra un incremento en la FPP; lo que sugiere que estos canales no estan presentes
en la terminal presinaptica cortico-estriatal, por lo que la toxina probablemente estaria actuando de
manera indirecta. Por otra parte, se observa un cambio en la relacion de las amplitudes S,/S; durante
la aplicacion de la Tityustoxina Ko y se aprecia un aumento de la facilitacion por pulso pareado

(FPP) con respecto al control de 153.5 + 97.8 % (n=3; p = 0.5; Wilcoxon).
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Figura 11. Efecto de la Tityustoxina Ko (TsTX Ka). Trazos representativos mostrando el control y la
facilitacion por pulso pareado (FPP) producido por la aplicacion 25 nM de Tityustoxina Ka.

Efecto de la Agitoxina y Margatoxina.

Los canales Kv 1.3 son bloqueados por la Agitoxina y su aplicacion produjo un cambio en
la relacion de las amplitudes S,/S; con respecto al control de -33.6 = 18.2 % (n = 3; p = 0.5;
Wilcoxon) como se observa en la figura 12A. El signo negativo indica una depresion por pulso

pareado (DPP).

Mientras en la figura 12B se muestra la DPP inducida por la aplicacion de 1 uM de MgTX,
dosis que bloquea especificamente los canales Kv 1.3 y Kv1.6 El cambio de las amplitudes

observado en la relacion S,/S; fue de -31.3 % (n = 1) con respecto al control.
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Figura 12. Efecto de la Agitoxina y Margatoxina. En A, trazos representativos mostrando el control y la
depresion por pulso pareado (DPP) producido por la aplicacién de 10 nM de Agitoxinay 1 pM de MgTX.

Efecto de la Iberiotoxina y Apamina.

La respuesta a la aplicacion de Iberiotoxina (IbTX) a 20 nM, indica la presencia de los
canales de potasio dependientes de calcio de gran conductancia, los llamados BK; puesto que estos
canales son sensibles a este bloqueador (Galvez et. al. 1990; Koschak et. al. 1997; Meera et. al.
2000). En la figura 13A, el cambio en la relacion de las amplitudes S,/S, durante la aplicacion de la
IbTX fue de una disminucion en la facilitacion por pulso pareado (FPP) de -15.5+0.8 % (n=3;p =

0.25; Wilcoxon) con respecto al control.

Con respecto a los canales de potasio dependientes de calcio de pequefia conductancia o SK
2.1 y 2.2 son bloqueados por la Apamina. En la figura 13B, se observa un cambio en la relacion de
las amplitudes S,/S; durante la aplicacion de 100 nM de Apamina y se aprecia un incremento en la
FPP con respecto al control de 66.4 + 25.2 % (n = 3; p = 0.25; Wilcoxon), lo que sugiere que dichos

canales podrian estar en la parte postsinaptica o en otra terminal nerviosa.
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Figura 13. Efecto de la Iberiotoxina (IbTX) y Apamina. Trazos representativos mostrando el control y la
depresion por pulso pareado (DPP) producido por la aplicacion de la IbTX a una concentracion de 20 nM (A)
y de la facilitacion por pulso pareado (FPP) inducida por 100 nM de Apamina (B).

Efecto de la BDS 1 y I1.

Los canales Kv 3.4 son bloqueados por la toxina Blood Depressing Substance | y Il (BDS I
y 1) y en la figura 14 se observa un cambio en la relacion de las amplitudes S,/S, durante la
aplicacion de 47 nM de BDS T (Rudy et. al, 1999) y se aprecia una disminucién en la facilitacion

por pulso pareado (FPP) con respecto al control de -33.9 + 13.8 % (n = 3; p = 0.25; Wilcoxon).
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Figura 14. Efecto de BDS I. Trazos representativos mostrando el control y la depresion por pulso pareado
(DPP) producido por la aplicacion de 47 nM de BDS 1.

Efecto de la Tertiapina.

La FPP producida por la Tertiapina hace referencia a que los canales de potasio
rectificadores entrantes acoplados a proteinas G, GIRK 1/2. En la figura 15, se observa un cambio
en la relacion de las amplitudes S,/S; durante la aplicacion de la Tertiapina y se aprecia un
incremento en la FPP con respecto al control de 11.6 + 19.2 % (n = 4; p = 0.625; Wilcoxon), lo que
sugiere es que estos canales se encuentran en la parte postsindptica o en otra terminal nerviosa que

afecte de manera indirecta a la sinapsis cortico-estriatal.
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Figura 15. Efecto de la Tertiapina. Trazos representativos mostrando el control y la facilitacion por pulso
pareado (FPP) producido por la aplicacion de 10 nM de Tertiapina.




DISCUSION

En el presente trabajo se mostré que con auxilio de bloqueadores especificos y del
protocolo experimental de pulso pareado, es posible evidenciar eventos presindpticos y por lo tanto
detectar la presencia de canales de potasio en las terminales glutamatérgicas provenientes de la
corteza y que realizan sindpsis con las neuronas espinosas medianas del cuerpo estriado de la rata.
El protocolo de pulso pareado ha sido muy utilizado para detectar la presencia de diferentes
estructuras presinapticas, en donde manipulamos ciertos parametros para que la evidencia sea mas
directa. Como se mostré en la figura 9, donde se manipularon canales de potasio que se encuentran
en la terminal cortico-estriatal, por medio de experimentos de oclusion farmacologica con

bloqueadores inespecificos de dichos canales.

En esta figura se aprecia claramente que cuando se adicionan los bloqueadores (TEA, Bario,
Cesio y 4-AP) la DPP aumenta, lo que indica que se lleva a cabo una mayor liberacion del
neurotransmisor. En otras palabras hubo un incremento en la respuesta S; con respecto a la
respuesta S, esto es debido a que al bloquear los canales de potasio la terminal sinaptica permanece
mas tiempo despolarizada lo cual permite que los canales de calcio dependientes de voltaje estén
abiertos por mas tiempo y por lo tanto, al entrar mas calcio a la terminal nerviosa se libera el

neurotransmisor.

Para comprobar si el efecto de los diferentes bloqueadores fue presinaptico o postsinaptico
se utilizo el pulso pareado entre las amplitudes del segundo y primer estimulo, ya que una
disminucion en la FPP es consistente con un incremento en la probabilidad de liberacion del

transmisor en la terminal sindptica (Barral et. al, 2001).



Bloqueo con Dendrotoxinas.

Las dendrotoxinas son pequefias proteinas que fueron aisladas hace 20 afios del veneno de
la serpiente mamba (Dendroaspis sp; Harvey, 2001). Las DTX’s a, 8 y K principalmente, son
utilizadas en estudios inmunohistoquimicos y electrofisiolégicos para caracterizar los canales de
potasio de la familia Kv 1 en diferentes estructuras cerebrales. Las dendrotoxinas bloquean subtipos
particulares de canales de potasio dependientes de voltaje en neuronas. Estudios con canales de K"
clonados, indican que la a-DTX (obtenida del veneno de la mamba verde Dendroaspis angusticeps)
bloquea los canales Kv1.1, Kv1.2 y Kv1.6 cuando se utiliza a concentraciones nanomolares, la k-
DTX se obtiene de la mamba negra (Dendroaspis polylepis) preferencialmente bloquea los canales
Kvl1.1 (Harvey, 2001).

Wang, et. al (1999b) mostré que la DTX  solo puede unirse a los oligomeros de los canales
de potasio Kv 1.1 que son constituyentes dominantes y ha sido el primero en establecer por
registros electrofisiologicos que la habilidad de esta toxina para reconocer estos canales es
determinada por las regiones 3y hélice y giro B de la toxina y por ende importantes para unirse al
poro de estos canales en la membrana sinaptica. Asimismo, confirmé la importancia de la region
giro-P para la habilidad de la toxina de bloquear las corrientes de potasio en ovocitos expresando
canales de potasio Kv1.1, ademas de que el residuo de lisina cerca del amino terminal es importante
para la a-dendrotoxina, d-dendrotoxina y la k-dendrotoxina; y que diferentes residuos adicionales
en cada toxina juega un papel en la unidon de las mismas individualmente para su sitio. Por otra
parte, el residuo de leucina en posicion 7 de d-dendrotoxina ha sido predicho para ser el unidor
critico (Wang et al. 1999b).

Los canales Kv sensibles a 0-DTX ocurren como una asociacion estrecha de estructuras
oligoméricas en una estequiometria de en subunidades de 4a y 4P. Esto ha sido sugerido que el

ensamble homo y heteromultimérico o contener diferentes isoformas de las subunidades a y 8



pueden contribuir a la enorme diversidad de canales Kv observados en el sistema nervioso de

mamiferos (Pongs, 1995).

Bloqueo con Tityustoxina Ka.

Las conductancias de potasio dependientes de voltaje juegan multiples papeles en la
regulacion de la excitabilidad neuronal. La Tityustoxina Ka (TsTX Ka) es un bloqueador especifico
para los canales que contienen subunidades Kv 1.2 (Hopkins, 1998) aislado de Tityus serrulatus. La
FPP observada por la aplicacion de la TsTX Ka sugieren su participacion indirecta en la sinapsis
cortico-estriatal y que su localizacion es poca o nula en la presinapsis. Dodson et. al (2003) utilizo
el caliz de Held para examinar el papel de los canales Kv 1.2 y reportd que estos canales tienen una
funcion general presinaptica en suprimir la hiperexcitabilidad terminal durante la despolarizacion
después de un potencial y su localizacion exclusiva en la zona de transicion entre el axon y la
terminal, pero son excluidos de la terminal.

Esta observacion podria tener implicaciones terapéuticas para una regulacion selectiva de
excitabilidad presindptica versus postsinaptica; debido a que los canales Kv 1.2 previenen errores

durante disparos repetitivos de potenciales de accion.

Bloqueo con Agitoxina y Margatoxina.

La agitoxina (AgTX) es un potente péptido bloqueador de los canales Kv 1.3, este
bloqueador es obtenido de Leiurus g. hebraeus. Gao y Garcia (2003) analizaron el complejo canal-
péptido (Kv1.3-AgTX) y predijeron una nueva interaccion unidora con el hidrégeno entre el lado
Asn30 de la cadena del péptido y el lado Asp381 de la cadena del canal. Esto es consistente con la
DPP que se observo al aplicar 10 nM de esta toxina y asi evidenciar su presencia presinaptica en la
preparacion cortico-estriatal. Por otro lado, la margatoxina (MgTX) es aislada del veneno del

escorpion (Centruroides margaritatus) e inhibe los canales Kv 1.3 y Kv 1.6. Fischer y Saria (1999)



evaluaron el efecto de esta toxina sobre el flujo exterior de acetilcolina en rebanadas estriatales de
rata y muestran que la inhibicién de canales de potasio sensibles a MgTx [100 nM] induce una
concentracion-dependiente en la liberacion espontanea de acetilcolina; mientras que incrementa la
espontanea y la evocacion eléctricamente de la liberacion de [3H]dopamina demostrando su papel
en la repolarizacion de proyecciones nigroestriatales y una alta densidad de expresion de sitios de
unién para la MgTX en el estriado de rata (Saria et. al, 1998).

Los canales Kv son criticos para una amplia variedad de procesos y juegan un papel

esencial en la regulacion de la excitabilidad neuronal (Cheng et. al, 2001; Dodson y Forsythe, 2004)

Bloqueo con Iberiotoxina y Apamina.

Los canales BK son ampliamente expresados en el SNC y son importantes estos canales ya
que controlan la liberacion del neurotransmisor como lo demostr6 Raffaelli et. al. (2004) en cultivos
de rebanadas de hipocampo de rata en conexiones CA3-CA3. Asimismo, contribuyen ampliamente
a la repolarizacion del potencial de accion en el soma pero no en el axon de las terminales de células
piramidales de CA3 bajo condiciones basales (Hu et. al., 2001) lo que indica que el papel funcional
de los canales BK depende de su localizacion subcelular. Estudios de auto-radiografia revelan los
altos niveles de expresion de canales BK en las capas externas de la neocorteza, vias de
proyecciones perforantes hipocampales y el nucleo interpeduncular (Wanner et. al, 1999).

El incremento en la transmision sinaptica inducida por la IbTX (toxina aislada del alacran
Buthus tamulus) fue acompafada por una reduccién en la facilitacion por pulso pareado lo que
indica una mayor probabilidad de liberacion del transmisor por los canales BK conformados por
homomeros con subunidades o y Bl (Meera et. al, 2000). Una particularmente interesante
posibilidad, es que los canales BK presindpticos pueden servir como un freno de emergencia,

protegiendo contra hiperactividad, excitotoxicidad y muerte celular bajo condiciones patologicas



(Hu et. al., 2001). Por lo tanto nuestro estudio sugiere para nuestro conocimiento la presencia de los
canales BK en el cuerpo estriado predominantemente en localizacion presinaptica.

Por otra parte, la apamina (una toxina péptido contenida en el veneno de abeja, Apis
mellifera) es un ligando con una alta afinidad que bloquea (inhibe) a los canales SK; ha sido
ampliamente usada para caracterizar su funcion y propiedades electrofisiologicas (Hugues et. al,
1982a; Hugues et. al, 1982b; Roncarati et. al, 2001). Los canales SK son importantes en el SNC
para generar los postpotenciales hiperpolarizantes que siguen después de un potencial de acciéon
(Roncarati et. al., 2001; Obermair et. al, 2003). Tres isoformas de los canales SK (SK1, SK2 y
SK3) son diferencialmente distribuidos a través del cerebro, pero poco es conocido acerca de su
expresion especifica en compartimentos neuronales particulares (Obermair et. al., 2003). Estos
canales son activados por incrementos submicromolares en la concentracion intracelular de Ca™" y
calmodulina, insensibles al voltaje, altamente selectivos para el K™ (Roncarati et. al., 2001).

Obermair y colaboradores (2003) localizd los canales SK en la terminal nerviosa
presinaptica en sinapsis excitatorias de hipocampo, sin preferencia por neuronas postsinapticas
glutamatérgicas o GABAérgicas, mientras que Roncarati et. al. (2001) en sus experimentos de la
unidon neuromuscular de rata, la distribucion de estos canales i6nicos en la membrana postsinaptica
es organizada para la recepcion de la sefial de activacion de la neurona motora y para su

amplificacion y propagacion al resto de la fibra.

Bloqueo con BDS 1y I1.

Varias neuronas in el SNC de mamiferos han incorporado dentro de su repertorio de
conductancias dependientes de voltaje un relativamente gran niimero de canales Kv3 para
posibilitar disparos repetitivos a altas frecuencias, una habilidad que crucialmente depende sobre las

propiedades especiales de los canales Kv3 y su impacto sobre la excitabilidad; el analisis de esta



subfamilia de subunidades han de conducir al descubrimiento de una nueva clase de canales de K"
dependientes de voltaje neuronales (Rudy y McBain, 2001).

Un nuevo péptido obtenido del veneno de la anémona marina Anemonia sulfata, conocida
como Blood-Depressing Substance Iy IT (BDS Iy II; Diochot et. al. 1998) fueron recientemente
mostrado para bloquear especificamente, reversiblemente y a bajas concentraciones (ICsg
nanomolar) los canales Kv3.4 (Rudy et. al, 1999). Esta toxina llegd a ser una herramienta
importante para investigar el papel de los canales Kv3.4 en tejidos nativos.

Rudy et. al, (1999) mostro que las proteinas Kv3 son expresadas en axones no mielinizados
y en terminales presinapticas en el SNC; sus funciones podrian ser relacionados con su habilidad de
mantener pequeios potenciales de accion y facilitar la recuperacion de procesos que se acumulan
durante repetitivos potenciales de accion y pueden limitar la frecuencia de transmision de dichos
potenciales de accion. En sindpsis, para incrementar la repolarizacion de los potenciales de accion y
ayudar a generar pospotenciales hiperpolarizantes rapidos y largos con el incremento en la duracién

del periodo refractario (Rudy et. al, 1999).

Bloqueo con Tertiapina.

Los canales de potasio rectificadores entrantes dependientes de proteina G (GIRK) son
bloqueados por la toxina Tertiapina que también es aislada del veneno de abeja (Apis mellifera)
como la apamina. Estos canales han sido de interés por diversos investigadores, Ponce et. al, (1996)
mediante estudios inmunohistoquimicos localizé la proteina GIRK1 en diferentes regiones del
cerebro de rata como el bulbo olfatorio, hipocampo, giro dentado, corteza cerebelar, talamo,
neocorteza entre otras; pero muy poco en los ganglios basales. Lo que sugiere que la proteina
GIRK1 esta presente en diferentes compartimentos subcelulares depende de los diferentes

mecanismos moleculares de la poblacion neuronal.



La FPP que mostr6 la aplicacion de la Tertiapina en la preparacion cortico-estriatal de rata
en el presente estudio sugiere que los canales GIRK podrian mediar los efectos en la transmision
sinaptica tomando lugar en el soma y dendritas de la célula postsinaptica (Ponce et. al, 1996) donde
podrian mediar la inhibicién postsindptica. Esta localizacion en la membrana postsinaptica es
consistente con su papel como componentes de canales dependientes de ligandos, puesto que en
neuronas estos canales han sido acoplados a numerosos receptores de neurotransmisores como la

serotonina, histamina, D2 dopamina, GABAg entre otros (Ponce et. al, 1996)

Participacion de los canales de potasio en la modulacién cortico-
estriatal.

La participacion de los canales de potasio en la modulacion presindptica corticoestriatal se
determind por bloqueadores especificos de estos canales. La aplicacion de los bloqueadores al
medio extracelular produjo una disminucion en la FPP, este fendmeno fisiolégicamente indica un
aumento en la probabilidad de liberacion del neurotransmisor cuando los canales estan bloqueados y
por lo tanto, nos sugiere que estos canales juegan un papel critico en la regulacion y/o modulacion

de la liberacion del transmisor (Gribkoff et al, 2001) en este caso del glutamato.

En la sinapsis cortico-estriatal de la rata, los canales de potasio son importantes debido a
que participan en diversas funciones celulares; asimismo estan involucrados en distintas patologias
propias del cuerpo estriado como la enfermedad de Parkinson, ademas de la ataxia episddica, la

epilepsia neonatal benigna, entre otras (Benatar, 2000).

Los canales de potasio empleados por cada terminal en particular, tienen diferentes cinéticas
dependientes y sensitivas. Estos usualmente garantizan la repolarizacion del potencial de accion,
una union entre la secrecion disparada por calcio y el cese de liberacion, y en muchos casos, la

posibilidad para la frecuencia en la modulacion de la liberacion del transmisor. El ensamble homo y



heteromultimérico o contener diferentes isoformas de las subunidades o y  para conformar un
canal funcional, contribuye a la enorme diversidad de los canales de K™ observados en el sistema
nervioso. Los canales Kv son criticos para una amplia variedad de procesos y juegan un papel

esencial en la regulaciéon de la excitabilidad neuronal.

Por otra parte, la distinta localizacion celular de los canales de K en el cerebro de rata esta

estrechamente ligada con la funcion que realiza en la terminal sinaptica (Fig. 16).
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Figura 16. Canales de Potasio presinapticos. Diferentes canales de K identificados en la presinapsis
cortico-estriatal de rata mediante el empleo de bloqueadores especificos.

Los canales i6nicos son considerados como poros-compuerta cuya apertura y cierre pueden
ser intrinsecos o regulados. Los defectos en la funcién del canal i6nico pueden, por lo tanto, tener

profundos efectos fisiologicos. Las enfermedades de los canales idnicos (canalopatias) pueden



originarse por diferentes vias como mutaciones o la regulacion defectuosa de la actividad del canal
debido a que son blancos de un gran y diverso grupo de toxinas que pueden incrementar o inhibir la
funcion del canal. La importancia fisiologica de la actividad de los canales ionicos en este caso los
de potasio, es ejemplificado por el hecho de que muchas drogas terapéuticas median sus efectos por

la interaccion con las proteinas del canal.

Los resultados aportados por el presente trabajo muestran sin lugar a dudas, que los canales
de potasio juegan un papel muy importante en la modulacion de la liberacion de neurotransmisores;
lo que abre una amplia gama de posibilidades para el disefio de medicamentos especificos y eficaces
que permiten controlar de manera puntual el funcionamiento de los circuitos sinapticos del sistema

nervioso cuando se encuentre en un estado patologico.



CONCLUSIONES

Los canales de potasio participan en la inhibicion presinaptica de las aferentes cortico-estriatales
de rata.

La aplicacion extracelular de diferentes bloqueadores de estos canales produjo DPP, es decir
aumenta la probabilidad de liberacion del neurotransmisor glutamato cuando los canales de
potasio permanecen bloqueados.

Esta liberacion de neurotransmisores de la terminal nerviosa es criticamente dependiente de la
duracion de potenciales de accion invadiendo la terminal presinaptica. Dicha liberacion es
significativamente elevada al bloquear los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv).

Con base a los datos obtenidos y a la farmacologia de los canales de potasio se sugiere que al
menos tres subfamilias de los canales de la familia Kvl (Kv 1.1, Kv 1.3 y Kv 1.6) y Kv 3.4
estan presentes en la terminal corticostriatal de la rata.

El canal Kv1.2 no estd presente debido a que no se observo ningun efecto estadisticamente
significativo de la Tityustoxina Ka (TsTX Ka. ).

Los canales de potasio dependientes de Ca>" de gran conductancia (BK) conformados por
subunidades a y probablemente por subunidades 1 estuvieron presentes.

La FPP producida por la apamina indican que los canales de potasio dependientes de Ca®" de
pequefias conductancias (SK) juegan un papel indirecto y asi estar modulando la liberacion del
neurotransmisor glutamato en este caso al retrazar la llegada del estimulo nervioso en la sinapsis
cortico-estriatal de rata.

Los resultados aportados por el presente trabajo muestran que los canales de potasio juegan un
papel muy importante en la modulacién de la liberacion de neurotransmisores, lo que abre una
amplia gama de posibilidades para el disefio de medicamentos especificos y eficaces que
permiten controlar de manera puntual el funcionamiento de los circuitos sinapticos del sistema

nervioso.
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