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RESUMEN.

El neoestriado (nucleo caudado y putamen) forma parte de los ganglios basales,
los cuales estan involucrados en la regulacién de funciones motoras (mantenimiento de la
postura, asi como en la planificacién y ejecuciéon de movimiento), su disfuncién causa
enfermedades como la enfermedad de Parkinson, de Huntington y el Hemibalismo. Este
nucleo recibe numerosas aferencias glutamatérgicas de la corteza cerebral sensorial,
motora y de asociacion, asimismo recibe informacion de los nucleos intralaminares del
talamo. También recibe entradas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta y
entradas serotoninérgicas del nacleo del Rafe dorsal asi como entradas del ndcleo

basolateral de la amigdala para el nicleo accumbens.

Por otro lado, los canales de potasio participan en un gran niamero de funciones
celulares, como el control de la excitabilidad eléctrica de la célula, el restablecimiento del
potencial de membrana, participacién en la hiperpolarizacion, modulacién del rango de

disparo, y modulacién sobre la liberacién del neurotransmisor en el sistema nervioso.

En el presente trabajo se investigd qué tipo de canales de potasio de las familias
rectificador entrantes, dependientes de calcio y algunos dependientes de voltaje, se
encuentran presentes en las terminales glutamatérgicas de la sinapsis cortico-estriatal de
la rata. Para identificarlos se utilizaron registros extracelulares de potenciales de campo,
el protocolo de Facilitacion por Pulso Pareado (FPP), y bloqueo farmacolégico. Los
bloqueadores especificos utilizados fueron rErgoxin, E-4031, rBeKm-1, rHeteropodatoxin-

2, Phrixotoxin-2, rCharybdotoxin, rSlotoxin, rLg2 y rTertiapin-Q.

Nuestros experimentos mostraron que los canales dependientes de voltaje de la
familia Ky4 (2 y 3) y rectificadores anomalos de la subfamilia Kigr1.1 no se encuentran en
la sinapsis corticoestriatal; mientras que los canales de potasio activados por voltaje de la
familia Ky11 (ERG) si participan, aunque su efecto es postsinaptico sugiriendo un papel
indirecto, ya que no produjeron ningn cambio en la FPP pero si modific6 sus amplitudes.
Ademas, los canales de potasio dependientes de Ca® tipo BK (Slo) y los rectificadores
anomalos dependientes de proteina G (GIRK) parecen encontrarse en el estriado en la
parte presinaptica, ya que se modifico su FPP, los primeros aumentandola y los segundos

disminuyéndola.



INTRODUCCION.

GANGLIOS BASALES (GB).

Los ganglios basales (GB) constituyen una de las piezas mas importantes
de la estructura cerebral que juega un papel prominente en las funciones motoras,
en particular las de planeacion, iniciacion y ejecucion de movimientos (Reiner et al,
1998; Bargas, 1998; Graybiel, 1990). Ademas, es generalmente aceptado que los
GB estan involucrados en una variedad de funciones motoras, incluyendo aquellas
relacionadas a iniciar y motivar comportamientos (Marin et al, 1998; Graybiel,
1994).

Los GB son un sistema ricamente interconectado en el cerebro anterior y en
el cerebro medio de los mamiferos, pajaros y reptiles (Reiner et al, 1998). En
muchas especies, incluyendo la mayoria de los mamiferos, el cerebro anterior de
los GB es la estructura subcortical telencéfalica mas prominente. El gran tamafio
de este nulcleo y la conservacion de su estructura sinaptica en un amplio rango de
especies, hace probable que esta estructura contribuya en funciones muy
esenciales del plan organizacional basico del cerebro de vertebrados terrestres
(Wilson, 2004; Reiner et al, 1998).

Elementos Estructurales de los Ganglios Basales.

Los GB son un sistema modulador que integra la informacion sensitiva para
el control motor que se constituye por un conjunto de nudcleos hallados
principalmente en el encéfalo anterior basal. Estos componentes bien definidos,
conforman el circuito central para cada sistema (Wilson, 2004). Los GB son un
grupo de nudcleos neuronales subcorticales localizados en el cerebro anterior,
estos son: 1) El nucleo caudado, el putamen (que en conjunto forman el
neoestriado) y el accumbens; 2) El nacleo subtalamico; 3) El globo palido externo

(GPe) o entopeduncular en la rata; 4) La substancia nigra pars compacta (SNc) y
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el tegmento ventral anterior; 5) El globo palido interno (GPi), la substancia nigra

pars reticulata (SNr) y pélido ventral (figura 1) (Bargas et al., 1998).

La organizacion del marco funcional de los GB de mamiferos se basa en

tres vias estriatales de salida distintas (Reiner et al, 1998, Falk et al., 2006):

e La salida de las neuronas estriatales que contienen GABA y péptidos
derivados de preprotaciquina como la substancia P (SP) al globo pélido
interno (GPi).

e La salida de las neuronas estriatales que contienen GABA y péptidos
derivados de preproencefalina (ENK) al globo pélido externo (GPe).

e La salida de las neuronas estriatales que contienen GABA y péptidos
derivados de preprotaciquina como SP a la substancia nigra pars reticulata
(SN).

Proyecciones Hacia los Ganglios Basales.

La mayoria de las regiones de la neocorteza proyectan directamente hacia
el caudado y el putamen; las Unicas excepciones son la corteza visual primaria y
auditiva primaria. Las proyecciones mas importantes provienen de las areas de
asociacion en los Iobulos frontal y pariental; las cortezas temporal, insular y del
cingulo proyectan también hacia el caudado y el putamen, pero en menor grado
(Purves et al, 2001).

Las fuentes de las aferencias corticales hacia el caudado y el putamen
reciben aferencias modulatorias subcorticales (figura 2), principalmente de los
axones de las neuronas dopaminérgicas en la de la sustancia nigra pars compacta
y viceversa. En consecuencia, esta estructura puede brindar una modulacién por
anteroalimentacién y por retroalimentacion a los ganglios basales (Purves et al,
2001).
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Figura 1. Seccion sagital del cerebro humano mostrando los ganglios basales (Modificado
de Gazzaniga et al., 1998).
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Proyecciones Desde los Ganglios Basales.

Las eferencias de los ganglios basales deben alcanzar la corteza motoras
para influir en los comandos motores. Sin embargo, el caudado y el putamen no
proyectan directamente hasta el tdlamo, por lo que, los que proporcionan las
principales eferencias de los ganglios basales son los nucleos intermedios en el
globo palido (figura 2) (Wilson, 2004). El segmento interno del globo palido recibe
aferencias desde el caudado y el putamen, y envia una proyeccion directamente
hasta el talamo, circuito llamado via directa; comprende GP y el ndcleo
subtalamico. El segmento externo también recibe aferencias desde el caudado y el
putamen, pero proyectan hacia el nicleo subtalamico, el cual envia a su vez al
GPi que proyecta hacia el tAlamo. Existe otra via, conocida como indirecta, que va
del caudado y el putamen hacia la sustancia nigra pars reticulata, la cual a su vez

envia axones al tAlamo o al coliculo superior (Bargas et al., 1998).

Modulacién de los Ganglios Basales.

La modulacion proporcionada por los ganglios basales sirve para lograr una
planificacion, iniciacion, coordinacion, guia y terminacion apropiada de los
movimientos voluntarios. Los GB reciben aferencias corticales masivas, tiene una
estacion principal de procesamiento, posee un relevo intermedio y finalmente
envia informacion al tAlamo; luego el tAlamo transmite esta informacion de nuevo a
las areas motora y premotora de la corteza para influir en el control cortical del
movimiento voluntario. Los ganglios basales desempefian una parte caracteristica
en la planificacion, la iniciacion y la terminacién de los movimientos, sobre todo
aquellos con una dimension cognitiva compleja (Purves et al, 2001). La
importancia de la modulacion motora por los GB es demostrada por el déficit en la

funcidon motora que se desarrolla cuando esta region es afectada.
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Figura 2. Conexiones anatdmicas del circuito entre los ganglios basales, el tAlamo y la
corteza, con indicacién de las vias paralelas directas e indirectas desde el cuerpo estriado
hasta los nlcleos de eferencia de los ganglios basales. Las vias inhibidoras se muestran
en forma de flechas grises; las vias excitadoras de flechas de color rosa. GPe, segmento
externo del globo pélido; GPi, segmento interno del globo palido; SNc, parte compacta de
la substancia nigra; NST, nucleo subtalamico. (Modificada de Kandel et al, 2001)

4|Pagina



El principal efecto del dafio es la dificultad en la iniciacion, la ejecucion y la
coordinacion de secuencias complejas de movimientos; la capacidad para contraer
los masculos, la produccién de movimientos involuntarios y las funciones

autonomicas (viscerales) quedan intactas.

Lesiones de los Ganglios Basales.

La mayoria de las funciones aceptadas de los GB estan basadas en
observaciones de disfunciones humanas asociadas con patologias degenerativas
gue atacan estas estructuras. En todos estos casos estas enfermedades producen
severos déficits en la generacion del movimiento. El déficit que se producen a
causa de las lesiones de los ganglios basales se caracteriza por la dificultad de la
planificacion y la ejecucion de actos motores completos. La enfermedad de
Parkinson y la enfermedad de Huntington son ejemplo de esto. Cada uno de estos
comprende la degeneracion de una estacion de procesamiento o de relevo
especifica en los ganglios basales (Wilson, 2004). En la enfermedad de Parkinson
(donde los movimientos se vuelven mas dificiles de realizar como si el cuerpo se
hiciera de alguna manera rigido y resistente a los cambios en la posicidn), se
produce una degeneracion bilateral de la substancia nigra; en la enfermedad de
Huntington (movimientos inutiles y no deseados interfieren con la ejecucion de los
Utiles y deseados) degenera en forma bilateral el ndcleo caudado (Purves et al,
2001).
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ESTRIADO O NEOESTRIADO.

La anatomia del estriado esta bien documentada en diferentes especies
animales. La caracteristica mas sorprendente es la convergencia masiva de las
aferencias de todas las areas de la corteza dentro del estriado (Smith y Bolam,
1990). Esta amplia distribucidon sugiere que la proyeccion cortico-estriatal opera
para recibir varias entradas diferentes e integra esta informacion en las neuronas

blanco del estriado (Calabresi et al, 1996).

La region receptiva del estriado no posee una densidad celular uniforme. A
pesar de que la mayor parte de sus células son del mismo tipo, algunas de ellas
tienden a aglomerarse formando islas o parches, mientras que la mayoria queda
situada entre dichas islas formando un tejido menos denso denominado matriz
estriatal. Las capas profundas de la corteza cerebral proyectan hacia los parches o
acumulos estriatales mientras que las capas mas superficiales proyectan hacia la

matriz (Bargas et al., 1998).

Muchas de las entradas de los GB de otras estructuras del cerebro llegan al
neoestriado, el cual consiste en el nucleo caudado y el putamen (Gazzaniga et al.,
1998). Dentro del nicleo caudado y del putamen existen entradas de las areas
sensorial, motora y cortical de asociacion convergen con entradas del nucleo
talamico intralaminar, entradas dopaminérgicas de la substancia nigra pars

compacta (SNc) y entradas serotonérgicas del nucleo rafe dorsal (Wilson, 2004).

La salida del neoestriado proyecta exclusivamente a las estructuras de los
GB. Los blancos principales de los axones son estos tres ndcleos: segmento
externo del globo pélido (GPe), segmento interno del globo palido (GPi) y la
sustancia nigra pars reticulata (SNr). Estas tres estructuras son muy similares en
su organizacion celular (Smith et al., 1998). Dos de ellas, el GPi y la SNr,
proyectan a estructuras fuera de los GB y proveen la principal via de salida para
los resultados de las operaciones neuronales desarrolladas dentro del ndcleo
(figura 2). Sus blancos estan principalmente en el tdlamo (mayormente en el

nucleo talamico ventral que proyecta hacia las areas frontales de la corteza, asi
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como en los ndcleos intralaminares), nucleo lateral habenular y las capas
profundas del coliculo superior. Las conexiones de los GB son inhibitorias para
todas sus estructuras objetivo y deben actuar por transmision modulada a través
de otros circuitos. El ndcleo subtalamico es un pequefio pero importante
componente de los GB que, como el neoestriado, recibe entradas de las regiones
frontales de la corteza y proyecciones del GP y de la substancia nigra (Wilson,
2004).

Varias caracteristicas generales de estas conexiones deben ser

reconocidas:

1. Aunque pueden entrar al sistema entradas desde fuera de los GB de varios
puntos, incluyendo el ndcleo subtalamico, substancia nigra y GP, muchas
sefiales entran al nivel del neoestriado. El neoestriado tiene proyecciones
reciprocas con la substancia nigra pero no con otras fuentes mayores de
aferencias; esto es, que no hay proyecciones directas del neoestriado a la
corteza o al tAlamo.

2. Las proyecciones del neoestriado forman dos vias mayores a través de los
GB. Una de estas, llamada Via Directa, es formada por neuronas que
tienen proyecciones directas al GPi 0 a la sustancia nigra, y gana acceso
inmediato a las salidas de los GB. La otra via eferente del neoestriado,
llamada Via Indirecta, esta formada por neuronas que proyectan no mas
alld del GPe. Estas neuronas pueden afectar las salidas de los GB
Unicamente por el ndcleo subtalamico y sus proyecciones al GPi y a la
substancia nigra, o por proyecciones de GPe a la salida de las neuronas.

3. Dentro de los GB hay varias estructuras pares conectadas reciprocamente,

como la que involucra al GPe y al nicleo subtalamico.

Finalmente, el neoestriado es el foco natural de nuestra atencién en los GB,
siendo la mas grande de sus estructuras, el recipiente de la mayoria de sus

aferencias de entrada, y el origen de dos de las mayores vias a través de los GB.
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Elementos Neuronales del Neoestriado.

Neuronas Espinosas Medianas (NEM). El neoestriado tiene en un 95 %
neuronas principales de proyeccion (llamadas asi por sus numerosas espinas
dendriticas), espinosas medianas, GABAérgicas (figura 3) (Bargas et al., 1998);
sus axones salen del neoestriado y establecen sinapsis fuera de él (Lovinger y
Tyler, 1996).

Las NEM se pueden agrupar en dos clases dependiendo de sus sitios
blancos axonales. Las neuronas que pertenecen a la via directa estan
caracterizadas por la presencia de receptores de dopamina-1 (D1) y utiliza
substancia P como péptido co-transmisor; mientras que las neuronas que
pertenecen a la via indirecta porta receptores de dopamina-2 (D2) y utiliza

encefalina como un co-transmisor (Falk et al., 2006).

Neuronas Intermedias. El 5 % restante de las neuronas del neoestriado
pertenece a las neuronas intermedias o interneuronas, las cuales procesan
informacion derivada fundamentalmente de la corteza cerebral (Falk et al., 2006).
Las pocas interneuronas existentes parecen ser muy importantes para determinar
el disparo de las neuronas de proyeccion. Los axones corticales hacen sinapsis
directamente sobre estas neuronas (Markram et al.,, 2004). Los blancos de las
interneuronas son neuronas del globo pdlido y la substancia nigra; por lo tanto,
actian como integradores finales y transmisores de la informacion compleja

procesada en el caudado y el putamen (Purves et al, 2001).

Las neuronas espinosas intermedias tienen arborizaciones dendriticas muy
ramificadas, tachonadas de miles de espinas que reciben contactos sinapticos.
Las aferencias corticales de estas neuronas se hacen directamente, a través de
sinapsis excitatorias sobre espinas dendriticas (Bolam et al., 2000). Las aferencias
moduladoras desde las interneuronas se hacen sobre todo por los tallos de las
dendritas. Una excepcion importante a esta disposicion es la localizacion de la
sinapsis desde la substancia nigra sobre las neuronas espinosas intermedias. Los

contactos desde estas neuronas dopaminérgicas también se hacen en las espinas
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por lo habitual en estrecha proximidad con las sinapsis corticales (Lovinger y Tyler,
1996; Purves et al, 2001).

@ Caudado

MNeurona Espinosa

Mediana
Meurona /
Espinosa
Gigante
=
Futamen Globo palido

Figura 3. 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).

Interneuronas.

Estudios del neoestriado han revelado la existencia de diversos tipos de
interneuronas. El nimero de tipos celulares que pueden ser descritos en base a su
morfologia son mas de 8 0 9 y en muchos de los casos son neuronas que no
pueden ser categorizadas (Lovinger y Tyler, 1996; Chang et al., 1982). Estas

células juntas cuentan por soOlo una pequefia porcion de las células del
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neoestriado, y no esta del todo claro qué puede significar la existencia de muchos
tipos diferentes de interneuronas raras. Unicamente tres tipos de neuronas pueden
ser caracterizadas en categorias separadas funcional y estructuralmente (Wilson,
2004; Kawaguchi, 1993):

A) GABAérgicas.

(1) Células en canasta que contienen parvalbumina: Células no-espinosas
gue rodena a los somas de las NEM (Bennett y Bolam, 1994). Son
conocidas como interneuronas espinosas rapidas (FS por sus siglas en
inglés). Una interneurona tienen una fuerte capacidad para tomar GABA
exogeno, Yy mantenerlo intensamente para la enzima glutamato
descarboxilasa que sintetiza GABA y si misma (Wilson, 2001). Son de
tamafio medio, con el soma del mismo tamafio que las neuronas espinales.
Estas células representan Unicamente el 0.7% (Tepper y Bolam, 2004).
Tienen un disparo rapido y sus potenciales son de corta duracion y
muestran un pequefo postpotencial hiperpolarizante (Tepper et al., 2007).

(2) Interneuronas que contienen somatostatina (SOM) y O6xido nitrico
sintetasa (NOS): Un segundo grupo de interneuronas espinales de
mediano tamafo. Ocupan menos del 0.8 % de las neuronas del estriado
(Tepper y Bolam, 2004). Presentan disparos regulares, con una
pronunciada adaptacion a la frecuencia de disparo y potenciales con
despolarizacion sostenida (Kawaguchi 1993, Wilson, 2001).

(3) Interneuronas que contienen calretinina. Se localizan en las uniones de
calcio con la proteina calretinina. Representan el 0.8 % de las neuronas
neostriatales de la rata (Rymar et al., 2004). Son de tamafio medio, poseen
células no espinales y ramificaciones dendriticas poco frecuentes y estan
relativamente dispersas en los aspectos caudales del neoestriado (Bennett
y Bolam, 1993).

B) Colinérgicas gigantes. Representan menos del 3 % de todas las células en el

neoestriado, son las células mas grandes a lo largo del tejido de los GB. Tienen un
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cuerpo elongado, formando arboles dendriticos, de 50-60 um de longitud y de 15-
25 um de didmetro. Poseen una enorme influencia sobre el disparo de las
neuronas de proyeccion (Chang y Kita, 1992; Bolam et al., 2000). Recibe entradas
inhibitorias GABAérgicas de las neuronas espinales asi como entradas

dopaminérgicas de la substancia nigra (Bolam y Bennett, 1995).

La Sinapsis Cortico-Estriatal.

La sinapsis cortico-estriatal esta localizada en las cabezas de las espinas
dendriticas de las neuronas estriatales de salida (Smith y Bolam, 1990). Estas
células GABAérgicas (neuronas espinales) representan una gran mayoria en la
poblacion neuronal del estriado y proyectan a la substancia nigra y al globo pélido
(Calabresi et al, 1996). Las neuronas estriatales también reciben entradas
dopaminérgicas (DA) de la substancia nigra pars compacta (Kandel et al., 2000;
Falk et al., 2006). La sinapsis DA esta localizada en los cuellos de las espinas y
estan en una posicion estratégica para regular las entradas corticales (Kandel et
al., 2000).

El transmisor usado en la proyeccion cortico-estriatal es conocida por ser un
aminoacido excitatorio, el cual es glutamato (von Bohlen y Dermietzel, 2006). Las
neuronas cortico-estriatales de rata presentan un cambio en el potencial de la
membrana. Cuando la despolarizacion espontanea de la membrana cortical
alcanza el umbral para activar los potenciales de accidn causan un disparo de las
neuronas cortico-estriatales y activan cambios sincronizados en el potencial de
membrana en las neuronas estriatales via liberacién del glutamato (Calabresi et al,
1996).
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TRANSMISION SINAPTICA.

La principal forma de comunicacion neuronal en el sistema nervioso es por
la transmision sinaptica, donde la terminal nerviosa presinaptica interactia con el
blanco postsinaptico para producir una respuesta sinaptica, transfiriendo
informaciéon de neurona a neurona (Meir et al.,, 1999). Existen dos clases
generales de sinapsis: las sinapsis eléctricas y las sinapsis quimicas. En ambos
tipos existen estructuras membranales especiales que apuntan a donde la célula
de entrada (llamada célula presinaptica) hacen contacto con la célula de salida

(Ilamada célula postsinptica) (Matthews, 2003; Engelman y MacDermott, 2004).

Sinapsis Eléctricas.

Las sinapsis eléctricas se encuentran en todo el sistema nervioso, aunque
constituyen una minoria. Las membranas de las dos neuronas comunicantes estan
extraordinariamente préximas entre si y conectadas por un tipo especial de
contacto intercelular denominado union en hendidura (gap junction) (Kandel et al.,
2000). Estas uniones contienen canales apareados y alineados con precision en la
membrana de cada neurona, de modo que cada par de canales forma un poro
(Blankenship, 2003). En consecuencia, distintas sustancias pueden difundir entre
el citoplasma de las neuronas presinapticas y postsinapticas (Nicholls et al., 2001).
La fuente de corriente es la diferencia de potencial generada localmente por el
potencial de accion. Esta transmisiébn puede ser bidireccional; ademas, es
extraordinariamente rapida, dado que el flujo pasivo de corriente a través de la
uniéon en hendidura es casi instantdneo, ya que pasa de la célula presinaptica

directamente a la postsinaptica, sin intermediarios quimicos (Matthews, 2003).
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Sinapsis Quimicas.

En la sinapsis quimica, un potencial de accién en la célula presinaptica
causa la liberacién de una substancia quimica (llamada neurotransmisor), la cual
difunde a través del espacio celular y cambia el potencial de membrana de la
célula postsinaptica (Matthews, 2003). La separacion entre neuronas presinapticas
y postsinapticas es sustancialmente mayor en las sinapsis quimicas que en las
eléctricas, y se denomina hendidura sinaptica (Nicholls et al., 2001). La
caracteristica clave de las sinapsis quimicas es la presencia de vesiculas
sinapticas en el interior de la terminacién presinaptica; los organelos estan llenos
de uno mas neurotransmisores, las sefiales quimicas secretadas desde la neurona

presindptica (Purves et al, 2001) (figura 4).

El proceso se inicia cuando un potencial de accion invade la terminacion de
la neurona presindptica. EI cambio en el potencial de membrana asociado con la
llegada del potencial de accién produce la apertura de los canales de calcio
regulados por voltaje en la membrana presinaptica (Hammond, 2001). Debido al
acentuado gradiente de concentracion de Ca®" a través de la membrana
presinaptica, la apertura de estos canales produce un influjo rapido de Ca®" en la
terminacion presinaptica (Byrne y Roberts, 2004). El influjo de calcio hace que la
concentracion citoplasmatica de calcio en la terminacién se eleve desde su nivel
normalmente bajo hasta un valor mucho mas alto, esta elevaciéon permite que las
vesiculas sinapticas se fusionen con la membrana plasmatica de la neurona
presinaptica, dado que este proceso es dependiente de calcio (Siegel et al., 2006;
Engelman y MacDermott, 2004). La fusion de las vesiculas hace que su contenido,
principalmente los neurotransmisores, sea liberado en la hendidura sinaptica.
Luego de esta exocitosis, los transmisores difunden y se unen a receptores
especificos sobre la membrana de la neurona presinaptica, provocando la apertura
de los canales de la membrana postsinaptica (Blankenship, 2003). El flujo de
corriente resultante inducido por el neurotransmisor altera el potencial de

membrana de la neurona postsinaptica, aumentando o disminuyendo la
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probabilidad de que la neurona dispare un potencial de accién (Rosenzweig et al.,
2005).

Modulacion Sinaptica.

La modulacién es importante para numerosas funciones nerviosas tales
como: reflejos espinales, activacion sensorial, aprendizaje y memoria, entre otros
(Barral, 2001). Esta se lleva a cabo en la terminal sinaptica, la cual es un lugar
donde se regulan los cambios necesarios para la funcién sinaptica, ademas, es
aqui donde ocurre la liberacion del neurotransmisor, especificamente en la parte
presinaptica, por lo que la terminal es un sitio donde se regula la misma mediante

varios mecanismos o factores (José, 2005); uno de estos mecanismos es traves

proceso de transmision sinaptica en la sinapsis quimica.
(Modificado de Rosenzweig et al., 2005).

14| Pagina



de los canales idnicos (Torres, 2007), ya que estos pueden ser substratos para la
fosforilacion por diferentes cinasas, defosforilacion por fosfatasas, interaccion con
el acido araquidonico y sus metabdlitos, asi como interaccion directa con
proteinas-G (Barral, 2001; Gohar, 2006) y, aunque estos no son suficientes por si
mismas para producir el disparo en las terminales sinapticas, si producen
draméticos efectos que afectan profundamente el funcionamiento de los canales, y

por lo tanto de la neurona (Miller, 1998).

En general, la modulacion sinaptica contribuye al funcionamiento de la
célula en el proceso de la transmision sinptica, para asi tener una conexion
sinptica efectiva al determinar la cantidad de neurotransmisor liberado al espacio
sindptico, la disponibilidad con la cual éste es liberado, y la respuesta de la célula
postsinaptica al transmisor. Por otro lado, estos mecanismos moduladores son
sitios de numerosas enfermedades de caracter hereditario o adquirido (Barral,
2001).

Modulacion Presinéaptica.

Existen dos tipos de receptores presinapticos: los ionotropicos (receptor-
canal) los cuales dependen de un neurotransmisor y son de accion rapida, y los
metabotrépicos (receptor independiente del canal i6nico) los cuales estan
mediados por proteinas G y mecanismos de sefalizacion de segundos
mensajeros y son de accion lenta, (Hammond, 2001; Kandel et al., 2000; Hille,
2001). La activacion de receptores presinapticos por diversos neurotransmisores y
neuromoduladores puede producir inhibicién en la liberacion de neurotransmisor.
La inhibicion presinaptica puede servir como un medio de ajustar la eficacia
sinaptica o prevenir una excesiva liberacion de neurotransmisor. Evidencia previa
muestra que los moduladores presinapticos inhiben a los canales de Ca®* y

activan canales de potasio en la terminal (Wu y Saggau, 1997; Miller, 1998).
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Figura 5. Representacion esquematica del ciclo de vida de un neurotransmisor clasico
gue intervienen en la modulacién sinaptica. 1) Acumulacién del aminoacido precursor X
dentro de la neurona. 2) El aminoacido precursor es metabolizado secuencialmente para
gue madure el neurotransmisor ZZ. 3) El neurotransmisor es acumulado en vesiculas para
su transporte. 4) El neurotransmisor liberado puede interactuar con receptores
postsinapticos o 5) autorreceptores que regulan el neurotransmisor liberado, sintesis o
disparo. 6) La accién del neurotransmisor es terminada por medio de transporte
membranal de alta afinidad asociada con la neurona que lo libero. 7) La accién del
neurotransmisor también puede ser terminada por difusion o 8) por la acumulacién dentro
de la glia a través del transporte membranal. 9) Cuando el neurotransmisor es llevado
dentro de la neurona, es sujeto de inactivacion metabdlica. (Tomado de Byrne y Roberts,
2004).

Los receptores ionotropicos en la membrana presinaptica impactan los
elementos moleculares y celulares, modulando dinamicamente las propiedades de
liberacion y la fuerza singptica (Engelman y MacDermott, 2004). Mientras que,
la activacion de receptores metabotropicos en las terminales presinapticas modula
la actividad de canales de Ca** y K* dependientes de voltaje, a través de la
activacion de segundos mensajeros y fosforilacion proteica o por efectos directos
de la activacion de proteinas-G (Levitan, 1994; Gohar, 2006). La modulacién de

estos canales puede regular la liberacion, controlando el aumento de la entrada
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Ca?* en la terminal presinaptica durante un potencial de accién (Eliot et al., 1993;
Wu y Saggau, 1997).

Modulacidon Presinaptica de los Canales de Potasio.

La modulacion presinaptica por los canales de potasio consiste en activar
conductancias de K*, como los rectificadores entrantes u otros canales de K, a
través de receptores acoplados a proteinas-G (Chuang et al., 1997; Miller, 1998).
Al incrementar la conductancia del ion K* se disminuye la duracion y amplitud del
potencial de accion en la terminal sinaptica. Por lo tanto, la depolarizacién en la
terminal es menos efectiva, ya que los canales de Ca?* permanecen menos
tiempo abiertos y en consecuencia menor cantidad de neurotransmisor es liberado
(Barral, 2001).

CANALES IONICOS.

Los canales ionicos de las neuronas estan afinados de forma Optima para el
procesamiento rapido de la informacion; estos canales son heterogéneos, de
forma que canales diferentes en distintas zonas del sistema nervioso pueden
llevar a cabo tareas especificas de transmision de sefiales. Los canales iénicos
poseen propiedades importantes: conducen, reconocen y seleccionan iones
especificos, y se abren y cierran en respuesta a sefiales eléctricas, mecéanicas o

quimicas especificas (Kandel et al., 2000).

Los canales ionicos estan formados por proteinas de membrana que
regulan el flujo de iones a través de esta en todas las células (Hille, 2001). Se
activan por el cambio en el potencial de membrana, y participan en un gran
namero de funciones celulares importantes, ya que son reguladores cruciales de la
excitabilidad neuronal (Dodson y Forsythe, 2004). Estos canales generalmente

actian hiperpolarizando a las neuronas por medio de su apertura, permitiendo el
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flujo de potasio hacia adentro de la célula en un gradiente de concentracion
(Nicholls et al., 2001).

CANALES DE POTASIO.

Los canales de K" permiten el flujo de potasio y son esenciales para la
generacion de la corriente eléctrica a través de las membranas (Choe, 2002). Son
reguladores fundamentales de la excitabilidad ya que coloca potenciales de
membrana de reposo y disparos de umbral, repolariza potenciales de accion y
limita la excitabilidad (Dodson y Forsythe, 2004). Ademas, controlan la frecuencia
y la forma del potencial de accién, la secrecion de hormonas y neurotransmisores
y el potencial de membrana de la célula. Sus actividades son reguladas por un
namero de factores que incluyen los potenciales a través de la membrana celular,
calcio citosélico y ATP, la accion de varias cinasas, fosfatasas y segundos
mensajeros movilizados por neurotransmisores y hormonas (Miller, 1995;
Alexander et al., 2004).

Existe un enorme niimero de canales de K* y cada gen del canal puede ser
asignado en una subfamilia en base a la similitud de las secuencias. El nombre de
cada gen del canal con el numero de la subfamilia (x) y el gen especifico dentro de

esa subfamilia (y) (ej. Kyx.y) (Jonas y Kaczmarek, 1996).

Estructura de los Canales de Potasio.

Los canales de potasio se constituyen por cuatro subunidades que estan
agrupadas para formar una via que permee el i6bn a través de la membrana
(Samson et al., 2002). Dos hélices transmembranales y un pequefio bucle entre
ellas (conocido como bucle o poro P) son el sello de los canales de potasio
(Papazian, 1999). Esta arquitectura, de dos hélices internas y un bucle (referidas
como 2TM/P) es la caracteristica esencial de los canales de K*, pero cada

subfamilia de canales esta caracterizada por caracteristicas distintivas. Otras
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variaciones de esta estructura basica incluye los canales 4TM/2P, 6TM/P y
8TM/2P (Choe, 2002) (figura 6). El poro primario esta formado por una subunidad
o (la cual le da selectividad) (Doyle et al., 1998) frecuentemente asociada con una
subunidad regulatoria auxiliar B (Roeper y Pongs, 1996), existen varios tipos de

subunidades (Coetzee et al., 1999).

Hay mas de 70 genes diferentes codificados de las subunidad o de los
canales de K" en el genoma humano vy arriba de 100 proteinas diferentes los que
han sido identificadas y esta lista va en aumento (figura 6) (Coetzee et al., 1999).
La diversidad de los canales de potasio es creada por la expresion de un gran
namero de genes, la presencia de varios empalmes diferentes y la formacion de
canales heteroméricos. De esta manera, los canales pueden desempefar
funciones diferentes por virtud de su localizacion y densidad en compartimientos

neuronales especificos (Dodson y Forsythe, 2004).

Clasificacion de los Canales de Potasio.

1. Clasificacion estructural: Los canales han sido agrupados dentro de
familias y subfamilias basandose en sus propiedades estructurales y funcionales.
Existen tres familias principales que son 2TM (dos dominios transmembranales),
4TM y 6TM (Buckingham et al., 2005). Una nomenclatura estandarizada para
canales de potasio ha sido propuesta por el subcomité de NC-IUPHAR (Gutman et
al, 2003; Yu y Catterall, 2004).

Familia 2TM. Consisten de dos hélices transmembranales (TM) con un
bucle o poro P entre ellos (figura 6). La familia de canales de potasio de dominio
2TM es también conocida como familia de canales de potasio de rectificadores

entrantes. Esta familia incluye (ver tabla 1):

1) Canales de K" rectificadores entrantes fuertes (K;2.X). Permiten respuestas
largas de despolarizacion, como el cierre durante los pulsos de
despolarizacion y la apertura con una pronunciada dependencia al voltaje

en la hiperpolarizacion. Son llamados rectificadores entrantes porque la
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corriente fluye a través de ellos mas facilmente dentro que afuera de la
célula.

2) Canales de K" rectificadores entrantes activados por proteina G (K;:3.x

3) Canales de K* sensitivos a ATP (K;/6.%, los cuales combinan con receptores
sulfonilurea (SUR)). Las subunidades a del poro forman tetrdmeros, y
canales heteromericos pueden ser formados dentro de subfamilias (ej.
Ki3.2 con K;3.3).

Tabla 1. Miembros que pertenecen a la familia.

CARACTERISTICAS

SUBFAMILIA SUBTIPO EUNCIONALES
Corriente rectificadora
Ki1.x Ki1.1 (ROMK1)
entrante
En corazoén IK,, corriente
Ki2.x Ki2.1, 2.4 (IRK1 4) N
rectificadora entrante “fuerte”
Corriente rectificadora
Kir3.X Ki3.1, 3.4 (GIRK1 4) entrante activada por proteina
G
Corriente rectificadora
Ki4.x K:4.1, 4.2
entrante
Corriente rectificadora
Ki/5.x Ki5.1

entrante

Sensitivo a ATP, corriente
Ki6.x K;6.1, 6.2 rectificadora entrante
SUR1, SUR2A, SUR2B

Corriente rectificadora
Kir7.X Kir7- 1
entrante
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Familia 4TM. Consisten en dos repeticiones de los canales 2TM/P (figura
6). Los canales de K* de la familia 4TM se cree que son para subyacer las fugas
de corriente en las células nativas. Estan abiertos en todos los voltajes y son
regulados por un amplio arreglo de neurotransmisores y mediadores bioquimicos.
El poro primario de la subunidad a contiene dominios de dos poro (de hecho,
frecuentemente se refieren a ellos como K2P) y ademas se preve que forman
dimeros funcionales en vez de los usuales tetrameros del canal de K'. Existe
evidencia de que pueden formar heterodimeros dentro de las subfamilias (ej.
K2P3.1 con K2P9.1). La division dentro de las subfamilias estd basada en
propiedades estructurales y funcionales, ver tabla 2. Todos estos canales son
insensibles a los bloqueadores clasicos de los canales de K* TEA Y 4-AP, pero

son bloqueados por varios grados de iones de bario (Ba*").

Tahla 2. Miembhros aule conforman la familia 4TM.

CARACTERISTICAS
FUNCIONALES

SUBFAMILIA SUBTIPO

Kopl.1 (TWIK1), Kop 6.1 _ ,
TWIK Corriente de origen
(TWIK2), K2p7.1 (KNCK7)

Kop2.1 (TREK1), K2p10.1 _ ,
TREK Corriente de origen
(TREK2), Kzp4.1 (TRAAK)

Kop3.1 (TASK1), Kzp9.1 ) )
TASK Corriente de origen
(TASK3), K»p15.1 (TASKD5)

K2p16.1 (TALK1), Ksp 5.1 ) )
TALK Corriente de origen
(TASK2), K,p17.1 (TASK4)

Kp13.1 (THIK1), Kpp12.1 _ ,
THIK Corriente de origen
(THIK2)

TRESK Kop18.1 (TRESK1Y) e
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Tabla 3. Miembros aue se incluven en la familia

CARACTERISTICAS

SUBFAMILIA SUBTIPO
FUNCIONALES
K1 Kyvl.1, Ky1.8, relacionados Kv(1.1,1.3,15,1.8)
X
Y con los shaker Ka (1.4)

Ky2.1, Ky2.2, relacionados

Ky2.X Kv(2.1)
con los Shab

Kv3.1, Ky3.4, relacionados

Ky3.X Kv (3.1, 3.2), Ka (3.3, 3.4)

con los Shal

Kv4.1, Ky4.3, relacionados
Kv4.X Ka
con los Shaw

Ky7.1 IKs cardiaco,

Ky7.X Ky7.1, 7.5 (KCNQ1-5) ,
Ky7.2/7.3 corriente M

Kv10.1, 10.2 (eagl, 2);
Kv11.1, 11.3 (ergl-3,

Ky10.X Ky11l.1 IKg cardiaco
hergl, 3); Ky12.1, 12.3
(elk1-3)
Kcal X, Kcad X, Kcab.X  Keal.l, Kead.1, 4.2, Kea5.1 _ _
_ Maxi Kca Kna (Slack y Slick)
(Slo) Slo (BK), Slack, Slick
Kca2.1, 2.3 (SK1, SK3); SKeca (Kea2.1, 2.3) IKea

Kca2.X, Kca3.X (SK)

Kca3.1 (SK4,IK) (Kca3.1)

Familia 6TM. Son la clase predominante alrededor de los canales de K+
dependientes de voltaje. La familia de los canales de K* 6TM comprende la
subfamilia de los canales dependientes de voltaje (Ky), las subfamilias KCNQ y
EAG (las cuales incluyen los canales herg), la subfamilia Slo activadas por calcio
(actualmente con 7TM) y la subfamilia SK activada por Cay- (figura 6) (Gutman et

al., 2003; Meir, 2003a). Como en la familia 2TM, las subunidades a del poro forma
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tetrameros y canales heteroméricos que pueden ser formados dentro de
subfamilias (ej. Ky1.1. con Ky1.2; KCNQ2 con KCNQ?3) (ver tabla 3).

Canales de potasio que estan regulados por calcio. Como su conductancia
unitaria es grande, se llaman BK para distinguirlos de los canales SK, una
poblacion diferente de canales regulados por calcio con una menor conductancia.
En neuronas, los canales BK se localizan juntamente con los canales de calcio,

moldea la forma del potencial de accion y regula la liberacion del transmisor.

Familia 8TM/2P. Son hibridos de los 6TM/P y 2TM/P, y son los primeros
encontrados en la levadura (figura 6) (Choe, 2002).
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Figura 6. Clases principales de los canales de potasio, clasificacién de acuerdo a sus

caracteristicas estructurales. (Modificado de Meir, 2003a).
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2. Clasificacion Fisioldgica. Propiedades de apertura son las mejores para

distinguir entre los varios tipos de canales de potasio. Las clases mayores de los

canales de potasio estan descritas abajo (Meir, et al., 1999):

1.

Canales de potasio rectificado retardado. Prevalece en la mayoria de las
células excitables con potenciales de accién cortos (1-10 ms), son
activados por la despolarizacion y exhiben poca o ninguna inactivacion
dentro de cientos de milisegundos a segundos.

Canales transitorios rapidos A (KA). Activados sobre la despolarizacion,
especialmente después de un periodo de hiperpolarizacion y se inactivan
rapidamente, usualmente dentro de 1-100 ms.

Canales activados lentamente (KS). Mayormente encontrados en las
células del corazodn, se activan muy lentamente sobre la despolarizacion,
por varios segundos; es menos selectivo que otros canales activados por
voltaje.

Canales dependientes de calcio (KCa). Son activados por
concentraciones micromolares de calcio interno o por calcio interno y
despolarizacion. Existen dos tipos, los activados por pequefias
conductancias de calcio (SK) y los activados por grandes conductancias de
calcio (BK).

Canales dependientes de ATP (KATP). Estos canales son insensibles al
voltaje, estdn cerrados normalmente, se activan por un decremento en el
nivel de ATP intracelular.

Canales S. Débilmente sensibles al voltaje, se apagan por el
neurotransmisor serotonina; se encuentran comuUnmente en neuronas

sensoriales de Aplysia.

Canales de Potasio Presentes en las Terminales Sinapticas.

Dodson y Forsythe (2004) han confirmado que los canales de potasio estan

presentes en las terminales sinapticas de los mamiferos; aunque, las terminales
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singpticas también posee otros canales que influencian la conductancia
presinaptica regulan directa o indirectamente la liberacién del transmisor, tales
como los canales de K" dependientes de Ca?* (BK). Como lo ha notado Hille
(2001), cada membrana excitable usa una mezcla de varios canales de potasio
para satisfacer sus necesidades funcionales. La terminal singptica posee muchos
canales de K* presinapticos, los cuales sirven para la excitabilidad de tono fino,
mantener la fidelidad y modular la liberacion del transmisor (Dodson y Forsythe,
2004).

Modulacion de los Canales de Potasio.

Es bien aceptado que la actividad de los canales i6nicos es modulada por la
accion de las proteinas quinasas unidas a sistemas de segundos mensajeros. Tal
modulacion de los canales idnicos permite a una neurona modificar su patrén de
disparo y su respuesta a entradas sinapticas sobre el tiempo y, en muchos casos,
es sabido que refuerza cambios prolongados en la conducta del animal (Jonas y
Kaczmarek, 1996).

Farmacologia de los Canales de Potasio.

Dada la importancia de los canales de sodio y potasio para la excitacion
neuronal, no es sorprendente que algunos organismos hayan desarrollado toxinas
especificas de los canales como mecanismos de autodefensa o para capturar
presas. Una rica coleccién de toxinas tiene por blancos selectivos los canales
i6nicos de las neuronas y otras células. Estas toxinas son (tiles no sélo para la
supervivencia sino también para estudiar la funcién de los canales ibnico
celulares. Alun se sabe que otras toxinas producidas por viboras, arafas,
caracoles y otros animales depredadores afectan la liberacién de los transmisores,
pero todavia no se han identificado sus sitios de accion. Es probable que estos
téxicos sigan proporcionando herramientas utiles para dilucidar la base molecular

de la liberacion de los neurotransmisores (Purves et al., 2001).
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Los agentes farmacoldgicos comunmente usados en el estudios de los
canales de potasio no son herramientas muy Utiles para distinguir las
ambigUedades alrededor de los varios tipos de canales (ejemplo, tetraetilamonio y
iones de cesio bloquean la mayoria de los canales de potasio). Sin embargo,
ciertos agentes, toxinas particularmente, aparecen para ser relativamente
selectivas en sus acciones, aunque se han notado algunas instancias de
especificidad absoluta para algunos tipos de canales (Hille, 2001). EIl
tetraetilamonio (TEA) es impermeable y sus efectos bloqueantes difieren cuando
se aplica en el lado citoplasmico o en el lado extracelular, sugiriendo dos sitios de
unioén distintos (José, 2005). Un bloqueador de canales de K* mas especifico es el
péptido de escorpidon noxiustoxina, el cual fue encontrado para actuar sobre las
corrientes de los rectificadores retardados. Los canales transitorios rapidos en las
terminales nerviosas son bloqueados parcialmente por aplicaciones externas de
TEA a concentraciones milimolares de 4-AP (Hille, 2001; José, 2005). Los canales
de potasio dependientes de calcio del tipo SK son usualmente resistentes al TEA 'y
son bloqueados por el péptido apamina, que es un componente del veneno de
abeja (Torres, 2007), y se utiliza a concentraciones nanomolares. Menos de 1 mM
de TEA aplicado externamente usualmente bloquea los canales BK como los
niveles nanomolares del veneno de escorpion charybdotoxina (CTX); la accion de
CTX muestra ser dependiente de voltaje y estado (Miller, 1985; Meera et al., 2000;

K" de las terminales

Blank et al.,, 2004). Se ha reportado que los canales
nerviosas motoras del ratén se bloquean por una serie de CTX homologas (Meir et

al., 1999).

Los canales de potasio pueden ser modificados por varias toxinas,
neurotransmisores, drogas y iones, ver tabla 4. Las sustancias que afectan estos
canales pueden ser divididas dentro de dos amplias categorias: 1) agentes que
inhiben o bloquean los canales de potasio dependientes de potasio y 2) los
agentes que incrementan la actividad de los canales. Toxinas y varias drogas

pertenecen a la primera categoria, alcoholes a la segunda (Meir et al., 1999).
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Tabla 4. Agentes bloqueadores de los canales de potasio.

Accién desde el

Canal de Potasio Accién desde el exterior

interior

Transitorio Rapido

TEA, Dendrotoxinas TEA
A
Rectificador TEA, Cs*, H*, Ba®, Capsaicina, TEAy QA, Cs*, Na*,
Retardado Dendrotoxinas, Noxiustoxina Li*, Ba*
TEA (BK), Cs*, Apamina (SK),
K(Ca) Clotrimazol (IK/SK), TEA, Na*, Ba**

Caribdotoxina (BK)

Rectificador H*, Mg®*, Espermina,

TEA, Cs™, Rb*, Na*, Ba2", Sr2*

entrante Espermidina

Karp TEA, Cs*, Ba** TEA, Na*, Mg*

Abreviaturas: TEA, tetraetilamonio; Cs*, cesio; H*, hidrégeno; Ba?*, bario; Rb*,
Rubidio; Na*, sodio; Sr?*, estroncio; QA; Li+, litio; Mg®*, magnesio.
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ANTECEDENTES.

Después de haber establecido la estructura y funciones generales de los canales
de potasio los siguientes puntos a resolver por los investigadores son su distribucion,
participacion y funcion especifica dentro de los organismos (Choe, 2002; Samson et al.,
2002; Alexander et al.,, 2004; Chung et al., 2007). Sabemos que en el cerebro estan
presentes la mayoria de los tipos de canales de K* (Coetzee et al., 1999), ya que como
hemos mencionado tiene funciones celulares importantes. Ademas, gracias al uso de
agentes blogueadores o marcadores, los canales de K" se han podido identificar en la
corteza cerebral, tdlamo, cerebelo, hipotdlamo, bulbo olfatorio, estriado, entre otras
estructuras del cerebro (Coetzee et al., 1999); aunque de pocos se conoce su ubicacién
en la célula (axones, somas, dendritas o terminales) (Roeper y Pongs, 1996; Coetzee et

al., 1999; Dodson y Forsythe, 2004).

Estudios previos del cerebro sugieren la existencia de canales de potasio
dependientes de voltaje Ky (Kyl1) (Grissmer et al., 1994; José, 2005; Torres, 2007),
rapidos transitorios tipo A (Dodson y Forsythe, 2004; José, 2005), rectificadores entrantes
(Ponce et al., 1996; Priss et al., 2002) y dependientes de calcio (Hille, 2001) identificados
mediante el uso de técnicas electrofisiologicas y agentes bloqueadores como 4-AP, cesio,
bario, TEA, toxinas especificas para determinados canales, etc. (Qian y Saggau, 1999;

Meir et al., 1999; Bogin, 2006).

Para el caso especifico de canales de K" presentes en las terminales nerviosas es
mucho menor la informacién que se tiene, ademas de que, los estudios existentes son
dispersos al realizarse en diferentes grupos, especies 0 preparaciones, sin enfocarse en
realizar una identificacién completa en alguno de ellos (Ponce et al., 1996; Qian y Saggau,

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



OBJETIVOS.

GENERALES.

Estudiar la modulacién sinaptica producida por la activacién de canales de potasio
en la sinapsis corticoestriatal de la rata, identificando cuales de estos canales
estan presentes en las terminales sinapticas de las aferentes glutamatérgicas que
llegan al neoestriado de la rata.

Identificar qué otros canales de potasio, ademas de los Ky, se encuentran
presentes en las terminales sinapticas cortico-estriatales de la rata mediante el

empleo de bloqueadores especificos.

PARTICULARES.

Analizar la acciéon de bloqueadores de canales de potasio de las familias de
canales de K* dependientes de calcio, rectificadores anémalos y dependientes de
voltaje (Ky4 y Ky11).

Identificar cual o cuales subfamilias de canales de potasio pueden estar
participando en la modulacién presinéptica cortico-estriatal.

Determinar si los canales de potasio identificados se encuentran en la porcién

presinaptica o postsinaptica.



JUSTIFICACION.

Es claro que los canales de potasio son estructuras criticas para la regulacion de
la neurotransmision en el sistema nervioso y que alteraciones en estos pueden generar
cambios desde imperceptibles hasta desordenes que se manifiestan en enfermedades
tales como, ataxia episodica tipo 1, epilepsia neonatal benigna, distrofia miotonica
muscular, sindrome QT largo, sindrome de Barter, hipoglucemia de la infancia, hiper-
insulemia persistente en la familia, diabetes mellitus entre otras (Ashcroft, 1999). Ademas,
el interés por conocer a profundidad los canales de potasio y aspectos relacionados a
estos ha generado una cantidad de conocimiento enorme; sin embargo, estos diminutos
elementos son mas complejos de lo que podemos imaginar, dejandonos un mayor
namero de interrogantes. Por lo que, en nuestro deseo de contribuir con una pequefa
pero importante pieza del rompecabezas hemos puesto nuestros esfuerzos en alcanzar

los objetivos siguientes:



MATERIALY METODOS.

ORGANISMOS.

Se utilizaron ratas macho Wistar (Rattus norvegicus) de 100 a 120 g de peso, con
alimentacion ad livitum, las cuales se anestesiaron con éter etilico para ser decapitadas y
extraer el cerebro rapidamente, éste se colocé en solucion salina isotonica saturada (125
mM NaCl, 3 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 25 mM NaHCO;, 11 mM Glucosa, 0.2
mM Tiourea y 0.2 mM Ascorbato), con una mezcla de Carbégeno (95 % O,y 5 % CO,)
mantenida a un pH de 7.4 y una temperatura de 4 £ 1 °C. Inmediatamente se separaron
los bulbos olfatorios, cerebelo y los hemisferios cerebrales para colocarlos en un
vibratomo (Campden Instrument, UK) y asi obtener rebanadas sagitales de 400 um de
espesor. Las rebanadas se incubaron en solucién salina isotdénica con carbdgeno a
temperatura ambiente en un periodo no menor a 60 min (Barral, 2001; José et al., José et

al., 2006; von Bohlen y Dermietzel, 2006).

SISTEMA DE ESTIMULACION Y REGISTRO DE POTENCIALES DE
CAMPO.

Se emplearon técnicas electrofisiolégicas indirectas ya que no es posible introducir
un electrodo de registro en las terminales; estimulando las fibras aferentes al neoestriado
con electrodos bipolares concéntricos de 50 ym en la punta aproximadamente, se
obtuvieron registros extracelulares para evaluar los eventos presinapticos vy

postsinapticos.



Se tomod una de las rebanadas de cerebro para colocarla en la camara de registro
donde se mantiene el paso de un flujo constante de solucién salina 1.0 £ 0.1 ml/min
gaseada con carbégeno, a una temperatura constante de 34 + 0.5 °C, se mantenia vivo el

tejido. Estas condiciones se utilizaron para cada experimento.

Como se menciond anteriormente, el potencial de campo es un registro
extracelular de las corrientes idnicas asociadas a la actividad de una poblacion de
neuronas, las cuales producen espigas poblacionales, estas espigas se amplifican con la

ayuda de un osciloscopio.

Los estimulos se enviaron utilizando un electrodo concéntrico bipolar, que se
colocé entre el cuerpo calloso y el estriado, estimulando las fibras corticales aferentes al
neoestriado. Los estimulos se mandaron digitalmente a través de la computadora, que a
su vez llegaban a la unidad aisladora (Digitimer DS2) en donde se regul6 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 conductor.

El electrodo de registro se colocé dentro del cuerpo estriado siguiendo las estrias y
en paralelo al electrodo de estimulacion a una distancia de aproximadamente 0.5 a 1 mm
dependiendo de la actividad observada.  El potencial de campo se amplificé y se

digitalizo.



PROCESAMIENTO DE DATOS.

La sefal electrofisiolégica 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 (version 7.5

Microcal Software, Northampton, MA. U.S.A), Sigma Plot (versién 10.0).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL (Facilitacion por Pulso Pareado).

Se utilizé el paradigma experimental de facilitacién por pulsos pareados (FPP);
para entender este paradigma se han planteado varias hipétesis, pero la hipétesis mas
aceptada es 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 afirmacién de que la entrada de Ca?*
es esencial para la liberacion de neurotransmisor (figuras 7A y 7B). Este protocolo ha sido
utilizado por un sinnumero de investigadores para estudiar eventos presinapticos
(Dunwiddie y Hass, 1985; Mennerick y Zorumski, 1995; Isaacson y Walmsley, 1995;

Hernandez—Echegaray, 1998; Barral, 2001; 2003; José et al., 2007).

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 hipétesis ha sido poco estudiada y de modo
que cuando se bloquea las conductancias de potasio, la concentracion 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 (figura 7) (Barral, 2001).

Esta hipotesis nos indica que pequefas modificaciones en la concentracion de

Ca?" celular bastan para alterar sensiblemente la aparicién 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 estimulos a intervalos cortos de
tiempo se observa ya sea un progresivo incremento (facilitacion, aumentaciéon o
potenciacién), o bien un decremento en la amplitud de las respuestas sinapticas
(depresion). Esto quiere decir que grandes cambios en la liberacion de neurotransmisor
pueden deberse a pequefios cambios en la concentracion intracelular de Ca?* seguida de
un pulso nervioso (Barral et. al., 2001). Para el protocolo de facilitacion por pulso pareado
se mandan dos estimulos (S1 y S,), cercanos en el tiempo (10-200 ms) (figura 7C). La
primera respuesta al primer estimulo es el componente S, (condicionante) y la segunda S,

(condicionado) (Hernandez-Echegaray et. al., 1998; Barral et. al., 2001).
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Figura 7. Componentes del registro extracelular de

potenciales de campo mediante el protocolo por pulso pareado (FPP). A, principales trazos que
muestran el efecto a diferentes concentraciones de Ca”" extracelular. B, se muestra el radio por
pulso pareado a diferentes concentraciones de Ca’* extracelular. A mayor [Ca*"] se produce DPP
mismo que ocurre si se bloquean los canales de potasio presinapticos; tomados de Barral et al.,
2001. C, dos negatividades (N; y N,), la primera es en respuesta al potencial antidrémico que
corresponde a la informacion que va del axon a las dendritas y que se aparece aproximadamente
de 2 a 4 ms después del artefacto de estimulacién. La segunda actividad corresponde al potencial
sindptico que aparece 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. Se
muestran 2 registros (S; y S,) separados por un intervalo de tiempo, para observar la FPP a través
del cambio en las amplitudes de la espiga. (Tomado de Barral et al, 2001).




Los experimentos se realizaron en presencia de Bicuculina 10 yM, que es un
bloqueador especifico del receptor GABA,, para eliminar el componente inhibitorio y
obtener sélo el componente glutamatérgico (Nisenbaum et. al., 1992; Bargas et. al., 1998;
Barral, 2001). En estas condiciones, la intensidad de los estimulos se ajust6 para ver poca
o ninguna facilitacion (S,/S1 = 1) en el tiempo de registro durante el control. Esto permitio
detectar los cambios provocados por la administracion del agonista a los
neuromoduladores, asi como los cambios provocados por los bloqueadores de K* y
determinar el cambio en la facilitacion la cual se evaludé como el cociente entre la amplitud

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

S Que expresado en porcentaie es:
PPF="2 Que expresado en porcentaje es: %PPF =

1

S,

1

- 1} x100

Para buscar la actividad neuronal, se aplicaron dos estimulos con una intensidad
inicial de 20 V, una duracién 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 disminuyé 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 GABAA 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



solucion salina, se administraron a la preparacion a través del dispositivo de perfusion.
Los bloqueadores especificos (toxinas) utilizados (ver tabla 5), provenientes de Alomone
Labs se disolvieron previamente en solucion salina y se administraron a través de un

dispositivo de perfusion.

Tabla 5.

presentes en la sinapsis corticoestriatal de la rata.

Bloqueadores especificos utilizados para conocer que canales de K* estan

Bloqueador Origen Actividad de Concentracion Referencias
q 9 Bloqueo Especifico = Recomendada
Bloquea
rBeKm-1 M%SuObeuleus especificamente ICs0 de 3.3 nM Koroll;%\ge; etal,
P canales K" ERG1
Canales de K*
. dependientes de
rCharybdotoxin Leiurus g. ca® y algunos 10-100 nM Roberts et al.,
hebraeus . 1986
dependientes de
voltaje
Dependientes de
E-4031 | @ - voltaje (HERG) 100 nM -1 uM Zhou et al., 1998
. Potente bloqueador T
rErgtoxin Centrurmdes de canales Ky eter a ICs0 de 16 nM Bottiglieri et al.,
noxius 2000
go go (ERG)
rHeteropodatoxin- Heteropqda Kyd 100-500 nM Sanguinetti et al.,
2 venatoria 1997
. o Luchési et al.
Leiurus q. Rectificador entrante ’
rLqg2 : 5nM 1989; Luy
hebraeus Kir1 (ROMK1) MacKinnon, 1997
Bloquea
N especificamente y ICs0de 34y 71
Phrixotoxin-2 Phrixotrichus reversiblemente los nM Hille, 2001
auratus .
canales Kv4.2 'y respectivamente
Kv4.3
. Dependientes de .
rSlotoxin Centrurmdes Ca?* de alta 10-100 nM Garcia-Valdes et
noxius . al., 2001
conductancia (BK)
rTertiapin Q Apis mellifera Kir3.1/Kir3.4 Jiny Lu, 1998




ANALISIS DE DATOS.

Los cambios en la facilitacién por pulso pareado se expresaron en porcentajes y se
aplicaron pruebas estadisticas paramétricas (t de Student), utilizando el software
comercial Minitab (State College, PA) (Brown y Rhotery, 1993; Daniel 2002) y SYSTAT
(Evanston, IL, USA); y pruebas estadisticas no paramétricas (pruebas de Wilcoxon para
datos apareados), antes y después de los tratamientos (Mufioz et. al., 1998). Sobre el
mismo tejido se tomd el control y se realizd la experimentacion. Los resultados se

expresan como Media = S.E.M.



RESULTADOS.

La utilizacion de bloqueadores especificos y el paradigma experimental de
estimulacion por pulso pareado para determinar la presencia de los canales de potasio en
las terminales sinapticas estriatales, entre ellos los canales dependientes de voltaje de la
familia Ky11, los dependientes de calcio y los rectificadores entrantes, arrojaron tres
resultados diferentes, que se pueden resumir en aquellos canales que no estan presentes
en la sinapsis corticostriatal (los canales Ky4.2, Ky4.3, Kcal.1, Kca3.1 vy K;1.1) aquellos
canales que si se encuentran presentes pero en la parte postsinaptica (los canales Ky11),
y agquellos canales que estan presentes en la porcién presinaptica de la sinapsis

corticostriatal (los canales BKc, y Kir3).

A continuacion se hace un andlisis del efecto de los diversos bloqueadores que

utilizamos en este trabajo sobre la facilitacion por pulso pareado.

rHeteropodatoxina-2.

Para conocer si los canales dependientes de voltaje Ky4.2 se encontraban
presentes en la terminal sinaptica se utiliz6 un bloqueador especifico para este canal
llamado rHeteropodatoxina-2 (HTX-2), observando que tanto en la FPP (30 x 33.65 % del
control a 32.70 £ 34.09 % del experimental; n = 2, NS) como en la amplitud (1.32 + 0.31

uV en el control a 1.32 + 0.34 uV; n = 2, NS) no hubo ninguna alteracion (figura 8A).



Phrixotoxina-2.

Otro de los bloqueadores de los canales Ky4 es la Phrixotoxina-2 (PhTX-2), que
tiene su efecto especificamente en dos subfamilias, Ky4.2 y Ky4.3. Esta toxina se aplic6 al
neoestriado para observar si provocaba algun efecto; sin embargo, la amplitud no se vio
afectada siendo en el control de 1.10+£0.13 puV y de 1.19 + 0.19 uV en la experimental; la
FPP mostrd un ligero cambio ya que paso de 10.58 + 13.54 % a 29.68+19.68 % (n= 3)
(figura 8B). Estos datos sugieren que la presencia de estos canales en la sinapsis
corticoestriatal es nula, lo cual es consistente con lo reportado por Sanguinetti et al.
(1990) y Serodio y Rudy (1998) que mencionan que la mayoria de los miembros de esta

familia de canales se expresan principalmente en células del corazon.

rBeKm-1.

Los canales de K' de la subfamilia hERG1 (hKy11.1) muestran una alta
especificidad a ser bloqueados por la toxina rBeKm-1 (Spector et al.; Brass et al., 2002).
Con el suministro de esta toxina no se observé un cambio notable en las amplitudes, ya
que pas6 de un control de 0.91 £ 0.07 uV a un valor experimental 1.28 + 0.41 uV;
mientras que el porcentaje de FPP tuvo un aumento, del control de -8.7 £ 7.87 % a 28.06
+ 41.01 % (n = 2) (figura 9C), por lo que se sugiere que estos canales no se encuentran
en la terminal presindptica corticoestriatal y por lo tanto que la toxina podria estar

actuando de manera indirecta.
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Figura 8. Experimentos utilizando bloqueadores especificos para la familia Ky4. En A se utilizd
rHeteropodatoxin-2 y en B se aplicd Phrixotoxin-2. En las gréficas de la derecha se observa el
curso temporal de un experimento representativo, la barra indica el tiempo en que fueron
administrados los bloqueadores y los ndmeros indican los puntos del experimento que fueron
tomados para representar trazos representativos (a la izquierda) mostrando el control y parte del

Time (min)

experimento. No se observa ninglin cambio significativo en las amplitudes o en la FPP.




Ergtoxina-1.

La Ergtoxina-1 (ErgTX) es un bloqueador que actla sobre los canales de la familia
Kyv1ll o ERG (Brass et al., 2002), los cuales se encuentran en diferentes tejidos y especies
(Gurrola et al., 1999). Al aplicar la toxina a estos canales no se produjo cambié en las
amplitudes de las respuestas sinapticas, que pasoé de 1.59 a 1.55 uV, ni en el porcentaje

de la FPP, que se mantuvo de 59.48 a 55.19 % (n = 3) (figura 9 A).

E-4031.

Para bloquear los canales de potasio hERG1 o hKy11.1 se utilizé el bloqueador
especifico para estos, conocido como E-4031 (Wetter et al., 1991). El cual
sorpresivamente mostr6 cambios en las amplitudes de las respuestas sindpticas,
comenzando con un control de 12.28 + 10.91 pV y finalizando con un valor experimental
de 1.35 £ 0.13 pV; esta disminucion también puede apreciarse en el porcentaje de la
facilitacion por pulso pareado siendo en un inicio de 40.04 £ 12.33 % y obteniendo una

depresion final de 35.83 £ 13 % (n = 6) (figura 9B).

rCharybdotoxina.

Al aplicar la rCharybdotoxina (ChTX), bloqueador especifico de los canales
dependientes de Ca®* de larga conductancia (BK) no se observé ningiin cambio en la
relacion de las amplitudes S,/S;, ya que el control fue de 0.97 + 0.02 pV y el valor

experimental fue de 0.98 + 0.01 pV. En la FPP ocurri6 lo mismo, el control comenzé
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Figura 9. En A observamos el curso temporal de un experimento representativo al aplicar los
bloqueadores especificos de los canales Ky11, rErgtoxin-1, E-4031 y rBeKm-1. La barra indica el
tiempo en que fueron administrados los bloqueadores y los numeros sefialan los puntos del
experimento que fueron tomados para representar trazos representativos en B, mostrando el
control y parte del experimento. En las dos primeras figuras se observa un ligero cambio en las
amplitudes, pero sin ninguna modificacién en la FPP.

ligeramente deprimido con un valor de -2.66 + 2.69 % vy finaliz6 casi idéntico con un valor

de -1.41 £ 1.69 % (n = 2) (figura 10A).

rSlotoxina.

Por otra parte, la rSlotoxina (SloTX), otro bloqueador de los canales BK mostro
resultados mas notorios, por una lado, la amplitud fue de 1.64 £ 0.2 uV a 3.1 + 0.7 pV, por
otro lado, la FPP cambié de un control de 64.08 + 20.91 % a una facilitaciéon de 200.39 +
75.89 % (n = 4) (figura 10B), indicandonos su probable localizacion en la parte

postsinaptica o en otra terminal nerviosa.
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Figura 10. En A observamos el curso temporal de un experimento representativo al aplicar los
blogueadores especificos de los canales BK, rCharybdotoxin y rSlotoxin. La barra indica el tiempo
en que fueron administrados los bloqueadores y los nimeros sefialan los puntos del experimento
que fueron tomados para representar trazos representativos en B, mostrando el control y parte del
experimento. En la gréafica superior no se reflejé ningun efecto, mientras que en la gréafica inferior
observamos un aumento en la FPP.




rLq2.

La toxina rLg2, inhibe los canales ROMK1 o K;1.1 por el enlace de la estructura
formado por la region del poro. Después de aplicar esta toxina a la rebanada de cerebro el
cambio provocado en las amplitudes de las respuestas sinapticas fue minimo de 1.9 +
0.18 uV en el control a 1.27 + 0.24 pV en el experimental n= 4, al igual que en la FPP, ya
gue pasoO de 19.75 + 18.79 % a 27.17 + 24.43 % (n = 4) (figura 11A). Estos resultados
también descartan la posibilidad de que los canales ROMK1 estén participando en la
sinapsis, esto apoyado por Yano et al. (1994) que menciona que el rifibn es el mayor sitio

de expresion de esta subfamilia de canales de K”.

rTertiapin-Q.

Con la finalidad de comprobar si los canales de potasio rectificadores entrantes
dependientes de proteina G se encontraban en la sinapsis corticoestriatal de la rata, se
administr6 el bloqueador especifico para los canales K;3.1/K;3.4, llamado rTertiapina-Q,
el cual al contrario de lo reportado por Torres (2007) mostré un decremento en la relacion
de las amplitudes (de 1.75 £ 0.33 uV a 1.25 + 0.15 uV) y en el porcentaje de FPP que fue
de 75.38 = 33.33 % en el control a 25.62 + 15.97 % (n= 11) (figura 11B). Anteriormente ya
se conocia de la existencia de estos canales en el cerebro (Stoffel et al., 1994), pero con
estos resultados podemos decir que algunos de los canales GIRK se encuentran en la

terminal presinaptica participando en la modulacion de la misma.
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Figura 11. En A observamos el curso temporal de un experimento representativo al aplicar los
bloqueadores especificos de los canales K;1.1 y GIRK, rLg2 y rTertiapin-Q respectivamente. La
barra indica el tiempo en que fueron administrados los bloqueadores y los nimeros sefalan los
puntos del experimento que fueron tomados para representar trazos representativos en B,
mostrando el control y parte del experimento. En la figura superior los cambios son nulos tanto en

10 ms

100 pv

la amplitud como en la FPP; mientras que en la figura inferior observamos una DPP.




DISCUSION.

Con la ayuda del protocolo experimental por pulso pareado y la aplicaciéon de
blogueadores especificos a preparaciones de neoestriado se pudo evidenciar el efecto
(pre- o postsinaptico) en las neuronas y con ello determinar si estaban presentes o no los
canales de potasio dependientes de calcio y rectificadores andémalos en las terminales
glutamatérgicas que van de la corteza al neoestriado de la rata. Este protocolo ha sido
muy utilizado para detectar la presencia de diferentes estructuras presinapticas, ya que es

posible manipular parametros para que la evidencia sea mas directa y clara.

CANALES K\4.

Las toxinas usadas para conocer si los canales Ky4 se encontraban en las
terminales nerviosas del estriado no mostraron ningln efecto en el registro de campo, lo
que concuerda con los reportes revisados acerca de este tipo de canales.
rHeteropodatoxin-2 (veneno aislado de la arafia Heteropoda venatoria) bloquea
especificamente canales Ky4.2, que segun Sanguinetti et al. (1997) se expresan
fuertemente en el cerebelo y en hipocampo en el giro dentado y en las células piramidales
de la regibn CA3 y CAl de la rata; ademas de que participa en células del corazén
prolongando los potenciales de accion y bloqueando la corriente de K de salida
transitoria en los miocitos ventriculares de la rata (Sanguinetti et al., 1997). El mecanismo

de bloqueo de este canal por esta toxina no es conocido aun.

Por otro lado, Phrixotoxina-2 (péptido aislado del veneno de la tarantula

Phrixotrichus auratus, encontrada en Chile) bloquea especifica y reversiblemente dos



miembros de esta familia, los canales Ky4.2 y Ky4.3; que, de acuerdo a Serodio y Rudy
(1998) estan representados en varios tipos de neuronas centrales y periféricas, y
abundantemente en el corazén, uniéndose esta toxina a estos canales con una alta
afinidad en estado cerrado o inactivado, donde su diferente distribucion, farmacologia y
cinética sugieren que son los constituyentes moleculares de la corriente de K* transitoria

(Diochot et al., 1999).

También, Grissmer et al. (1994) ha observado que el mRNA del canal K\4.3 esta
expresado en niveles significativos en miocitos cardiacos de rata, caninos y humanos; que
las relaciones entre las cinéticas y la corriente de voltaje de los canales Ky4.2 y Ky4.3 son
cercanas y que comparten similitudes farmacol6gicas como su insensibilidad al
blogueador TEA e inhibiciébn por 4-AP. Ademas, Liss et al. (2001) afirma que en la
substancia nigra, las neuronas dopaminérgicas expresan canales Ky4.3, participando en

el control de la actividad pacificadora intrinseca.

Estos datos al igual que nosotros no ubican los canales Ky4 en el neoestriado, sino

principalmente en células del corazén.

CANALES Ky11.

Para saber si los canales dependientes de voltaje Ky11 participaban en la sinapsis
corticoestriatal se administraron 3 diferentes toxinas para bloquearlos(rBeKm-1, E-4031 y
rErgtoxin-1), sin embargo, no hubo depresién del pulso pareado, sino Unicamente una
ligera modificacion en las amplitudes de los potenciales. Esto puede deberse a algun

mecanismo indirecto que actia en la parte postsinaptica.

La toxina rBeKm-1 (aislada del veneno del escorpion de Asia Central de la especie

Mesobuthus eupeus) al igual que E-4031, bloquean canales hERG1 (Ky11.1) (Wetter et



al., 1991; Korolkova et al., 2001) y corrientes M en neuroblastoma de raton diferenciado X
células NG108-15 de glioma de rata (Filippov et al., 1996) rapida y reversiblemente,
fendmeno que no ocurrié en nuestros experimentos. Si observamos la figura 9 podemos
ver que de las tres toxinas aplicadas, la rBeKm-1 fue la que menos modifico las
amplitudes; probablemente se deba a que esta toxina es una droga antiarritmica que
bloquea los canales KCNQ1 y los canales ERG (necesarios para la repolarizacion del

potencial de accion) de las células del coraz6n humano (Spector et al., 1996).

rErgtoxin-1 (péptidos asilados del veneno del escorpién mexicano Centruroides
noxius) (Gurrola et al., 1999), muestra un secuencia de aminoacidos diferentes
significativamente de aquellas reportados previamente colocandolo en una nueva
subfamilia de péptidos bloqueadores (Bottiglieri et al., 2000), La estructura primaria y
aislada del péptido ergtoxina es completamente diferente de las otras 10 subfamilias de
toxinas de escorpidon conocidas (Garcia et al.,, 1997). Esta toxina es especifica para
bloguear los canales de K* éter-a-go-go (ERG 1, 2, 3) que a diferencia de las otras toxinas
incluye a las células nerviosas y endocrinas, ademas de las cardiacas (Gurrola et al.,
1999) e incrementa el rango de disparo en neuronas asi como también limita el potencial
de accion cardiaco, y es incapaz de bloquear si el canal esta cerrado y a otros canales de

K", incluyendo los mas relacionados canales EAG.

Los genes relacionados con éter-a-go-go (erg) estan bien expresados en el
corazén (Curran et al., 1995), los ganglio simpaticos periféricos (Shi et al., 1997), cerebro
(Wymore et al., 1997) y células tumorales, y codificar para un canal de K* ERG a medida
que su corriente inusual muestra una forma similar aparentemente a la rectificacion

entrante de los canales rectificadores entrantes (2TM).



CANALES Kca.

Respecto a los canales de K* dependientes de Ca?*, la respuesta se dividio; el
potencial que no tuvo ningun efecto con charybdotoxin, y el que tuvo efecto, facilitando el

potencial de campo con rSlotoxina.

Charybdotoxina (veneno del escorpion Israeli Leiurus quinquestriatus hebraeus)
(Miller et al., 1985; Sugg et al., 1990), es un potente bloqueador especifico de las
subfamilias Kcal.1 y Kca3.1 (Brostein-Sitton, 2005a) y de varios tipos de canales Kyl
(Grissmer et al., 1994). Sugerimos dos posibles explicaciones por las cuales no hubo
efecto en la facilitacion del potencial de campo; que no estén presentes estos canales en
la sinapsis corticoestriatal de la rata, o, como menciona Meera (2000) que en algunos
canales Maxi K* de cerebro de mamiferos, son insensibles a la charybdotoxina, ya que
las subunidades B pueden alterar la interaccion en estudios bioquimicos vy
electrofisioldgicos. Reinhart et al. (1989) apoya esta idea diciendo que existen neuronas
con maxi canales sensibles e insensibles a charybdotoxina y que estan presentes en las
terminales nerviosas (Wang et al., 1992). Meera et al. (2000) y Meir (2003b) atribuyen
este dramatico efecto a que los bucles extracelulares de la subunidad B4 blogquean o
desbloquean la cinética con charybdotoxina. En cambio, charybdotoxina inhibe el flujo de
K* dependiente de Ca*" de los eritrocitos humanos (Brostein-Sitton, 2005b) y en ensayos

de bicapa plana del masculo de rata los canales sencillos K(Ca) (Meera et al., 2000).

Recomendamos hacer mas pruebas con esta toxina para descartar totalmente
gue no esté presente en la sinapsis estudiada en este trabajo, en caso contrario, Kca1.1
actuaria en el cerebro como mecanismo de fuga de emergencia en situaciones que
involucran despolarizacion excesiva y entrada de calcio en situaciones patolégicas tales

como la isquemia o epilepsia (Calderone, 2002).



Caso opuesto a la charybdotoxina es el cambio de la facilitacion provocado por
rSlotoxina (obtenido del veneno del escorpion Centruroides noxius); este es un
blogueador que actla bloqueando los canales Maxi BKcs, 0 Slo, KCNMAL1 0 Kcl.1
(Bogin, 2005); SloTx tiene una superficie que esta cargada positivamente, y es similar a
IbTx y ChTx, que interactian con la subunidad o que forma el poro del canal MaxiK para
blogquear el poro via reaccién bimolecular (Meera et al., 2000). De acuerdo a Garcia-
Valdes (2001) una vez bloqueado el canal, la interaccion de la toxina es aparentemente
irreversible. SIoTX es no soélo un potente y selectivo bloqueador, sino que ademas inhibe

diferencialmente canales BK¢,, dependiendo de la presencia de subunidades B y de las

variantes de empalme con la subunidad a.

La iberiotoxina es otra toxina de escorpion que es muy selectiva a inhibir los
canales BKc, (Meir, 2003b), la cual mostré incremento en la transmision sinaptica y redujo
la facilitacion por pulso pareado en estudios realizados por Torres (2007), lo que es
consistente con el efecto visto de SIoTX en las amplitudes del potencial sinaptico. Esto
indica que hubo una mayor probabilidad de liberacién del transmisor por los canales BK,
ya que uno de los objetivos de los canales BK es activar zonas en la terminal del nervio
presinaptico para limitar la entrada de calcio y liberar el neurotransmisor reduciendo la
duracion de la espiga en las terminales nerviosas neurosecretoras; por lo que, el
incremento en la facilitacion al bloquear los canales BK produce un incremento de la
liberacion del neurotransmisor y por ende una mayor liberacién de calcio incrementando la
eficacia sinaptica en las neuronas (Raffaelli et al., 2004). Hu et al., 2001 menciona
también, que los canales presinapticos BK pueden servir como freno de emergencia,
protegiendo contra la hiperactividad, excitotoxicidad y muerte celular bajo condiciones

patologicas.



En las neuronas, los canales BK¢, han sido localizados en el cuerpo celular y las
terminales nerviosas (Knaus et al.,, 1996) y pueden localizarse funcionalmente con los
canales Ca®" en las terminales presinapticas (Robitaille et al., 1993). En las neuronas, los
canales subyacen la hiperpolarizacion rapida (AHP) que contribuye a ajustar el potencial
de membrana durante el potencial de accion (Storm, 1987; Ashcroft, 1999). En las
terminales presinapticas, los canales influencian la transmisién sinptica por
hiperpolarizacion de la membrana, de ese modo limita el flujo de calcio (Storm, 1987). Los
canales son potencialmente modulados por la fosforilacion reversible de proteinas (Liu et

al., 2004).

CANALES K;,.

Resultados similares a los vistos en los canales dependientes de calcio se
observaron en los experimentos de los canales rectificadores entrantes. Mientras que
rLg2 no produjo ninguna modificacion en la relacion de la facilitacion, rTertiapina-Q
deprimi6 esta respuesta. Lg2 (toxina obtenida del veneno del escorpidon Leiurus
quinquestriatus hebraeus) es un bloqueador que especifica y potentemente inhibe los
canales ROMK1, el nombre de estos canales se basa en su localizacién, ya que se
encuentran en el rifion (Coetzee et al., 1999). Estos canales se involucran en el proceso
electrolitico en el rifion y sirven para regular el reciclamiento del K* en el tibulo
ascendente del asa de Henle y media la secrecion en la nefrona distal (Abraham et al.,
1999). Ademas, este canal se expresa en el cerebro principalmente en la corteza y en el

hipocampo (Kenna et al., 1994).

En el caso opuesto la tertiapina (obtenida del veneno de la abeja Apis mellifera),

bloquea un rango de canales de K rectificadores entrantes (K;;) en particular el ROMK1



(Kil.1) y GIRK (de la familia K;3, heterobmero K;3.1/3.4), pero sin ningun efecto en los

miembros de la familia K; 2.

Los canales de potasio rectificadores entrantes dependientes de proteina G
(GIRK) estan acoplados a numerosos receptores de neurotransmisores en el cerebro y
pueden involucrarse en roles importantes en funciones de modulacion neuronal
dependiendo de su localizacion en determinada neurona (Ashcroft, 1999). Ponce et al.
(1996) ha reportado que se han encontrado en el soma y en las dendritas, donde los
canales GIRK pueden mediar la inhibicidon postsinaptica, y que las proteinas GIRK1 se
encontraron en los axones y campos terminales de las neuronas, sugiriendo que los

canales GIRK pueden estar participando en los eventos de modulacion presinaptica.

Otra de las subfamilias de los canales rectificadores entrantes que se sabe que
estan presentes en el estriado son los K;; 2.1 y los K;2.3 que se han visto en cultivos de
neuronas estriatales de rata (Falk et al., 2006), siendo que los K;2.1 (Kubo et al., 1993)
son mas prominentes que los K;2.3 (Falk et al., 1995). Ademas, Priss et al. (2003)
menciona que todas las subunidades de la familia K;2 fueron detectadas en el soma y en
las dendritas de la mayoria de las neuronas estriatales. Sin embargo, la distribucién de
dos de ellas no es homogénea, ya que la proteina K;2.3 estuvo enormemente desprovista
en las areas de parches del estriado, y la subunidad K;2.4 es la mas prominentemente
expresada en las interneuronas colinérgicas gigantes del estriado (Scherer et al., 2007).
Estas dos estructuras estan alrededor de los jugadores clave en la regulacion de la
neurotransmision dopaminérgica y colinérgica dentro del estriado y por lo tanto son las

mas importantes salidas de los ganglios basales.



CONCLUSIONES.

De este trabajo se desprende que los canales de K*: K;1.1, Ky4.2 y Ky4.3 no estan

presentes en la sinapsis corticostriatal de la rata.

Los canales Ky11.1 se encuentran en la parte postsinaptica de la sinapsis
corticoestratal del neoestriado, ya que solo se vio cambio en las amplitudes y no

en su facilitacion.

Los canales de K" dependientes de calcio tipo BK se encuentran en esta sinapsis,
pero al parecer su efecto es indirecto pues en lugar de producir Depresién por
Pulso Pareado, lo que se observo fue un incremento en la Facilitacion por Pulso

Pareado.

Los canales de K rectificadores entrantes dependientes de proteina G GIRK1
estan presentes en la sinapsis que estudiamos en este trabajo. Estos canales, asi
como los transitorios tipo A (José, 2005) y los de la familia Kyl identificados
previamente en el laboratorio (Torres, 2007), son los encargados de realizar la
modulacién presinaptica por activacion de canales de K' en la sinapsis
corticostriatal de la rata, sin que esto descarte la presencia de otros canales en

esta sinapsis.
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