UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

Efecto del cambio en el pH extracelular sobre las
corrientes ionicas de las células aisladas del vestibulo
de la rata
Tesis
Que para obtener el grado de
DOCTOR EN CIENCIAS

Presenta

LBM Francisco Salvador Mercado Aca

Tutor principal:
Dr. Enrique Soto Eguibar

Abril de 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADEZCO AL CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
(CONACyT) POR EL APOYO QUE ME BRINDO PARA REALIZAR MIS
ESTUDIOS EN EL DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS MEDIANTE
LA BECA No. 184450.

AGRADEZCO A LA DIRECCION GENERAL DE ESTUDIOS DE POSGRADO
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO POR EL
COMPLEMENTO DE BECA QUE ME BRINDO DURANTE MIS ESTUDIOS DE
DOCTORADO.



Para Angélica mi esposa, por todo el amor y apoyo que me brinda
Para Maria y Francisco mis padres, que sin ellos no lo hubiera logrado
Para Marco mi hermano, por su compaiiia y consejo

A todos ellos muchas gracias



INDICE
L 21 11T

INtroducCiOn. ... ... ..o o
Transduccion MeCanOElECtVICA. ............ovii i
Potencial receptor y liberacion del neurotransSmisor..............c.couuiueeerieniiaininnanns
PH eXtracelular. ............c.o.oieii i e e e e
Canales sensibles a la concentracion extracelular de protones (ASICS).......................
Activacion, desensibilizacion y recuperacion de la desensibilizacion..........................
SelectiVidad [ONMICA. . ...........ccoiiii i
Farmacologia. .............c.oooi i
Otras corrientes SenSibles A DH..............c.ouuii i e
Papel fisiologico de 10S ASIC..............ouuin i e
Miembros de la familia ENaC/DEG en el 0ido interno ....................cccccuveeiieniiiinnn.
Modulacion de la descarga aferente en el vestibulo por pH extracelular.....................

Planteamiento del problema....... ... ... ..
HAPOteSIS. . ... e
O D JOtIVOS. . ...t e

Material y MEtOAOS. ... ..ot
Disociacion celular: células ciliadas. ...,
Disociacion y cultivo de neuronas aferentes. ...........cououuvuueiuiiiiaiiaiiaiiieaenennenns
Registro electrofisiologico (fijacion de voltaje)..............c.ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininiannne.
Protocolos de fijacion de vOltaje. ..............ccoouuieii it
Protocolos farmacolO@iCOS. .............ouuui i
Histologia e inmunohistoquimica del oido interno........................ccceeeeennnnn.

ReSultados. ... ...
Corriente activada por protones en las células ciliadas...............................ooo.
Corriente activada por protones en las neuronas aferentes..............c.oeeueeeaeeennan.n.
Farmacologia de la corriente activada por protones en las neuronas aferentes.............
Efecto de amilorida y cambios de pH en fijacion de corriente......................c.cccouu.n.
INMUNORISTOGUIMICA. . ... ..o e e e e et eeae e

DIESCUSION. ... e
CaracterisSticas DIOFISICAS ... ....ouue et
Caracteristicas farmacolOQICAS . .........c.o.uuuu et
Inmunohistoquimica del 0Ido TNIEFNO. ... .. .. ..o,
Papel fiSIOIOZICO...........ooei i e e

COMCIUSION. ... .
Bibliografia........ ..o e

APEIAICE. .. ..ottt

25

26

27
27
28
29
29
30
31



RESUMEN

Desde el desarrollo de los conceptos de medio interior y de homeostasis se ha considerado que
ciertos pardmetros fisiolégicos varian en un rango muy restringido y algunos de ellos, como el pH,
estan regulados por sistemas redundantes de amortiguadores y bombas de membrana por lo que
para fines practicos su variabilidad es casi nula, a pesar de que ciertos compartimentos tanto intra
(mitocondrias, vesiculas sinapticas) como extracelulares (estomacal) pueden tener pHs diferentes al
del plasma que es practicamente neutro.

Sin embargo, se ha demostrado que debido a lo reducido del espacio extracelular y a las
caracteristicas complejas de los procesos de difusién en medios no homogéneos, es posible que
haya variaciones importantes de pH en ciertos compartimentos y micro regiones del organismo. El
hallazgo de receptores ionotrépicos especificos para protones (H'), y su localizacién principalmente
en las membranas postsinapticas de las neuronas del sistema nervioso central de diversas especies
ha llevado a postular a los H' como mediadores en la comunicacién intercelular. Previamente
determinamos que la funcién del Organo vestibular de vertebrados es sensible a cambios de pH
extracelular (Vega y cols., 2003). El objetivo del presente trabajo de tesis fue determinar si las
células excitables del 6rgano vestibular de mamifero (células ciliadas y neuronas aferentes
vestibulares) presentan corrientes i6nicas activadas especificamente por cambios en el pH
extracelular, y definir el papel que estas corrientes tienen en la fisiologia del vestibulo.

El efecto de cambios en el pH extracelular fue evaluado en las células aisladas del 6rgano
vestibular de la rata con la técnica de control de voltaje y de corriente en la configuracién de célula
completa. Las células ciliadas (tanto tipo I como II) no mostraron cambio en la corriente registrada
al voltaje de mantenimiento cuando la perfusién se cambié de la solucién con pH fisiologico (pH =
7.4) a una solucién con pH = 5.5 (Vy; = -90 mV para las tipo Iy Vi = -60 mV para las tipo II). Por
otro lado, en un subgrupo de neuronas aferentes vestibulares de didmetro somatico y capacitancia
pequeiia, el cambio a pH extracelular 4cido (pH < 7) activé una corriente i6nica entrante acarreada
principalmente por iones sodio; esta corriente incrementé su magnitud en funcién de la
concentracion extracelular de protones y se encontrd completamente activada a pH ~ 5.5. La
corriente activada por protones mostré una cinética de activacion rapida y una desensibilizacién
casi completa con un curso temporal que se ajusto con una funcién exponencial simple. La corriente
fue modulada por la concentracién extracelular de calcio y fue sensible al bloqueo del diurético
amilorida, gadolinio, plomo y el acido acetil salicilico. El neuropéptido FMRF-amida y el zinc en
altas concentraciones incrementaron la corriente activada por protones. Por las caracteristicas
electrofisioldgicas y farmacoldgicas antes mencionadas se dedujo que esta corriente fue acarreada a
través de canales ASIC (por sus siglas en inglés Acid Sensing Jonic Channels). Las neuronas que
presentaron los ASIC dispararon potenciales de accion cuando el PH extracelular se modificé a 6.1,
los cuales fueron inhibidos con amilorida. Para determinar que subunidades conformaban los ASIC
expresados en las neuronas aferentes vestibulares se realizé inmunohistoquimica de fluorescencia
utilizando anticuerpos especificos para las distintas subunidades. Se encontré la expresion de las
subunidades ASIC 1a, 2a, 2b, 3 y 4 en los cuerpos neuronales del ganglio vestibular, mientras que
para la subunidad ASIC 1b no se observé inmunofluorescencia. Adicionalmente la expresion de la
subunidad 1a y 2a fue localizada en las terminales nerviosas que inervan el epitelio sensorial del
sistema vestibular. Las neuronas inmunoreactivas fueron medidas y su capacitancia fue estimada,
encontrandose que este parametro fue similar a la capacitancia medida electrofisiolgicamente en
las neuronas que presentaron funcionalmente ASICs.

El patrén de expresién restringido a una subpoblacién del ganglio vestibular sugiere que los
ASIC participan en la generacién de los patrones de descarga de potenciales de accién de las
neuronas que los presentan, ya sea incrementando su entrada sinaptica por acumulacién de protones
provenientes de vesiculas sinépticas o modulando la respuesta de los receptores a aminoécidos
excitadores que se reconocen como los neurotransmisores en la sinapsis entre las células ciliadas y
las neuronas aferentes.



INTRODUCCION

El sistema vestibular funciona como un sistema de navegacion inercial, contribuyendo con
informacion relativa a las aceleraciones a que es sometida la cabeza, con base en lo cual se
generan los reflejos vestibulo-oculares y vestibulo-espinales relacionados con la estabilizacion
de la mirada y el mantenimiento de la postura. A nivel superior y con la integracion de
informacion visual y propioceptiva contribuye a la percepcion de la posicion del cuerpo en el
espacio y el desplazamiento del sujeto en su entorno, generando un marco de referencia para la

actividad motora coordinada (Young, 1984).
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Figura 1. Esquema del aparato vestibular y las células ciliadas vestibulares. En A, aparato vestibular humano,
se indica la inervacion de cada uno de los 6rganos vestibulares. En B, esquema de las células ciliadas tipo I y
II. Las células ciliadas tipo I son de forma redondeada y estdn inervadas por una terminal aferente que les
rodea en toda su porcion basolateral formando un céliz. La neurona eferente hace sinapsis sobre la aferente.
Las células tipo II, son de forma predominantemente cilindrica y reciben inervacion tanto aferente como
eferente en forma de botones sinapticos.

Las células ciliadas constituyen la unidad funcional basica de los 6rganos auditivo, vestibular y
de la linea lateral (Fig. 1) (Anniko, 1988). Estas células receptoras especializadas se encuentran
localizadas en cada uno de los epitelios sensoriales del vestibulo formando las maculas de los
organos otoliticos y las crestas de los canales semicirculares. En los mamiferos existen dos tipos
de células ciliadas que se distinguen por su forma, sus propiedades electrofisioldgicas y por las
caracteristicas de su terminal sinaptica aferente (Guth y cols., 1998) (Fig. 1B).

Ambos tipos celulares poseen en su region apical un haz de cilios (por el cual reciben su
nombre); la superficie de membrana basolateral en el caso de las células ciliadas tipo I esta
cubierta casi en su totalidad por el telodendron de la neurona aferente, mientras que en las
células ciliadas tipo II la superficie basolateral estd en contacto principalmente con células de
soporte y hacen contacto sinaptico en forma de botén con neuronas aferentes y eferentes (Fig.
1B). Estas diferencias solo las encontramos en mamiferos, aves y reptiles, en todos los demas
vertebrados el epitelio sensorial de los 6rganos vestibulares s6lo cuenta con células ciliadas tipo
II. Las células ciliadas estan bafiadas por dos liquidos extracelulares distintos en su composicion

i6nica, en su parte apical (al interior del 6rgano vestibular) por un liquido denominado endolinfa



que tiene una alta concentracion de potasio y baja concentracion de sodio, semejante a la
composicion del liquido intracelular. En su parte basolateral, las células ciliadas estan bafiadas
por la perilinfa, que es un liquido extracelular convencional, con una alta concentracion de sodio
y baja de potasio (Young, 1984).

Las deflexiones de los estereocilios de las células ciliadas activan el aparato
mecanotransductor, generando un cambio de potencial eléctrico en la célula sensorial, el cual, a
su vez, determina la liberacion del neurotransmisor aferente y la subsecuente activacion de las
neuronas aferentes vestibulares que, junto con las neuronas auditivas, forman el octavo par

craneal.

Transduccion mecanoeléctrica

Los estereocilios en las células ciliadas estdn distribuidos de manera uniforme sobre la
superficie del epitelio; cada cilio se encuentra rodeado de otros 6 cilios a la misma distancia y
van incrementando su tamafio en forma regular, ubicandose los de longitud mayor cerca del
kinocilio y los menores en la parte opuesta (Fig. 2a-c). Cabe aclarar que el kinocilio es el Gnico
cilio verdadero, que contiene el arreglo tipico 9+2 de filamentos de tubulina, mientras que los
estereocilios son microvellosidades y su esqueleto es de un arreglo denso de la proteina actina.
La posicion del kinocilio le confiere al aparato mecanostransductor polarizacion funcional, ya
que deflexiones de los estereocilios en direccion del kinocilio generan una corriente idnica que
despolariza la célula sensorial y posteriormente la liberacion del neurotransmisor.

Entre los estereocilios fueron descubiertas estructuras filamentosas que unen la punta de un
estereocilio con la pared de otro inmediatamente superior (Fig. 2b y 2c), estas pequeiias
estructuras fueron denominadas uniones de punta (tip links) y su integridad es dependiente de la
concentracion extracelular de calcio e indispensable para la generacion de la corriente de
transduccion mecanoeléctrica (MET por sus siglas en inglés) (Pickles y cols., 1984; Assad y
cols., 1991). Se propuso inicialmente que estas estructuras eran las responsables de abrir los
canales de MET uniéndose directamente a ellos en la punta del estereocilio mas corto (donde
harian contacto con el canal de MET). Asi, cuando se lleva a cabo el movimiento del haz de
cilios (en direccion del kinocilio) el aparato mecanoeléctrico es sometido a un estiramiento que
produce la apertura del canal de MET. A esta teoria se le conoce como la apertura de resorte (o
gating spring) debido a que cuando estas estructuras (las paredes de los cilios, el tip link y el
canal de MET) son sometidas a un estiramiento debia necesariamente haber un elemento
elastico que impidiera la ruptura de este sistema de acople mecanoeléctrico (Fig. 2d) (Pickles y
Corey, 1992). Sin embargo, estudios posteriores sugieren que estas uniones de punta en realidad
son estructuras rigidas formadas por la cadherina 23 y la protocadherina 15 y que presentan un
arreglo helicoidal. Las cadherinas son moléculas de adhesion dependientes de calcio de la

matriz extracelular, las mutaciones en cadherina 23 o protocadherina 15 en humanos causan el



sindrome de Usher, caracterizado por sordera congénita, disfuncion vestibular y retinitis
pigmentosa; en ratones, causan desorganizacion del haz de cilios de las células ciliadas, por lo
que también presentan una hipoacusia severa asociada con alteraciones de la funcion vestibular
(Lefevre y cols., 2008). El i6n calcio produce que la cadherina se pliegue en forma globular
aumentando su rigidez (Kazmierczac y cols., 2007), por lo que, aunque esta proteina sea
necesaria como parte del gating spring, este elemento no es el que mantiene las caracteristicas
de resorte. Estudios posteriores han sugerido que el mismo canal de MET es el elemento
elastico del gating spring (ver adelante).

Las propiedades biofisicas y farmacologicas del canal de MET de diferentes especies animales
se han estudiado detalladamente y sus caracteristicas generales son: conductancia alta (100 a
300 pS), poro de conduccién catidnico no selectivo (hay consenso de que el Ca>* es el i6n mas
permeable, aunque en condiciones fisiologicas el K es el ion responsable mayoritariamente de
la corriente de mecanotransduccion, esto debido a la composicion idnica peculiar de la
endolinfa) y es bloqueado de manera no selectiva por amilorida y aminoglucdsidos en el rango

micromolar bajo (Crawford y cols., 1991; Corey y Hudspeth, 1979; Jorgensen y Ohmori, 1988;

Figura 2. El haz de cilios de las células ciliadas del 6rgano acustico-vestibular. En A un haz de cilios de una célula
ciliada vestibular. En B vista lateral de un haz de cilios, la flecha muestra una uniéon de punta. En C micrografia
electronica de transferencia en la que se muestra una vista lateral de una union de punta entre dos cilios y en el
recuadro, una reconstruccion computacional de dicha unién en donde se observa un entrelazado de 2 o 3 fibras de
modo helicoidal. En D esquema del modelo del gating spring en el cual el elemento elastico es la uniéon de punta
(Tomado y modificado de Ricci y cols., 2006 y Holt y Corey, 2000).

Rusch y cols., 1994). Desde su descubrimiento y debido a que la proteina que forma el canal de
MET es escasa, su identidad molecular ha sido un enigma. Varios candidatos se han propuesto y
estudiado con métodos farmacologicos y genéticos; la evidencia muestra que en vertebrados el
MET podria ser de la familia de canales i6nicos del Transient Receptor Potential (TRP), lo cual
fue inferido debido a que estos canales comparten muchas caracteristicas biofisicas con los de
MET. Particularmente, el TRPA1 contribuiria formando parte del canal de MET en mamiferos

(Corey y cols., 2004), lo cual fue sugerido debido a que la inhibicion de la expresion del TRPA1



con oligonucleotidos morfolinos en células ciliadas del raton reduce la corriente de MET y a
que la proteina de este canal (detectada con anticuerpos especificos) fue encontrada inicamente
en la punta de los cilios. Sin embargo, el raton transgénico que carece del canal TRPAI
(desarrollado por dos distintos grupos de trabajo) tiene una funcion auditiva y vestibular normal,
y sus corrientes de MET y las respuestas auditivas del tallo cerebral no muestran ninguna
diferencia a las del ratén silvestre. De estos resultados se concluye que aunque el TRPAI
pudiera estar involucrado en la formacion del canal de MET, esta proteina no es esencial para el
proceso de transduccion mecanoeléctrica o bien, que el modelo de ratdon transgénico sufre un
cambio adaptativo en su expresion genética que permite compensar la ausencia del gen
(Bautista y cols., 2006; Kwan y cols., 2006). En el pez cebra y en anfibios existen evidencias
experimentales solidas que muestran que el canal de mecanotransduccion de las células ciliadas
en parte estd formado por el canal TRPN1. Shin y cols. (2005) muestran en Xenopus que este
canal se encuentra en la punta de los cilios de las células ciliadas de la linea lateral, del 6érgano
acustico-vestibular y de las células ciliadas epidermales, mientras que Sidi y cols. (2003) en el
pez cebra, demuestran que inhibiendo la expresion funcional del TRPN1 (con oligonucleodtidos
morfolinos) se abaten por completo los potenciales micréfonicos de las células ciliadas de la
linea lateral asi como la captura del colorante FM1-43 (el poro de conduccion del canal de MET
es suficientemente amplio como para permitir el paso de moléculas relativamente grandes como
el colorante FM1-43 [peso molecular = 611.55 Da]). Sin embargo, se piensa que este canal no
esta relacionado con la corriente de MET en vertebrados superiores debido a que en mamiferos
no se ha encontrado un gen ortélogo al TRPNI.

Los TRP de varios subtipos cuentan con repetidos de anquirina en su extremo amino
terminal, siendo estos sitios de union al citoesquleto especialmente abundantes en los subtipos
N1y Al (29 y 17 respectivamente). El modelaje molecular de estas proteinas muestra que las
propiedades elasticas de repetidos de anquirina sometidos a una fuerza de estiramiento similar a
la que es sometido el aparato mecanoeléctrico auditivo y vestibular durante la estimulacién
natural reproduce las propiedades elasticas y mecanicas de los estimados biofisicamente para el
gating spring de diferentes células ciliadas (Sotomayor y cols., 2005). Estos resultados, junto
con aquellos que demuestran que los tip links son elementos relativamente rigidos, hacen pensar
que el elemento elastico del gating spring es el canal de mecanotransduccion por si mismo, y
que este elemento es el segmento largo amino terminal del TRPN1 o TRPA1 (Howard y

Bechstedt, 2004; Sotomayor y cols., 2005).

Potencial receptor y liberacion del neurotransmisor
En su membrana basolateral, la célula ciliada (tanto tipo I como tipo II) presenta canales i6nicos
de K™ dependientes de voltaje y en la zona de liberacion del neurotransmisor canales de Ca*"

activados por voltaje. Una vez que se lleva a cabo el proceso de transduccion mecanoeléctrica,



la corriente generada produce un cambio de voltaje que activa a los canales de Ca*" acoplados
con la liberacion de neurotransmisor y diversos canales de K™ que producen una repolarizacion
de la célula receptora.

Las células ciliadas se caracterizan por contar con una baja o nula densidad de canales de
Na' dependientes de voltaje, los cuales son prominentes durante la etapa embrionaria para luego
desaparecer poco después del nacimiento (Masetto y cols., 2003; Marcotti y cols., 2003;
Chabbert y cols., 2003; Wooltorton y cols., 2007). Por lo anterior, la principal corriente
despolarizante de las células ciliadas es la de MET. Tanto las células tipo I como las tipo II
expresan distintas corrientes de K* entre las que se encuentran una corriente transitoria de K"
sensible a 4-aminopiridina (4-AP), un rectificador tardio sensible a tetraetilamonio (TEA"), una
corriente de K* dependiente de Ca®™, entre otras (Guth y cols., 1998). Adicionalmente, las
células tipo I expresan predominantemente una conductancia al K* que tiene un umbral de
activacion bajo denominada gg;, la corriente que se genera pasa por canales KCNQ y HERG y
le confiere un potencial de membrana casi idéntico al potencial de inversion del K y una baja
resistencia de entrada (Hurley y cols., 2006).

La sinapsis entre la célula sensorial (ciliada) y la neurona aferente vestibular es de tipo liston
(ribbon type synapse). Una de las principales caracteristicas de esta sinapsis es la disponibilidad
de una gran reserva de vesiculas de neurotransmisor lista para ser liberada de manera
dependiente de Ca*". Lo anterior se correlaciona con la resolucién temporal que requiere el
procesamiento de la informacion auditiva, vestibular y visual (6érganos en los que los receptores
sensoriales establecen este tipo de sinapsis con sus neuronas aferentes primarias) (Nouvian y
cols., 2006; Moser y cols., 2006).

Las neuronas del ganglio vestibular constituyen una poblacion heterogénea en cuanto a sus
propiedades intrinsecas, tamafio, marcadores bioquimicos y a su patréon de inervacion
(Goldberg, 2000). Las neuronas de diametro somatico grande tienen axones gruesos € inervan
con terminales en forma de caliz a las células ciliadas tipo I; se caracterizan por presentar una
descarga irregular de potenciales de accion y tienen como marcador bioquimico a la calrretinina.
Por otro lado, las neuronas de didmetro somatico menor inervan con terminales en forma de
boton a las células ciliadas tipo II, presentan una descarga eléctrica regular y tienen como
marcador bioquimico a la periferina. Las neuronas mas abundantes son un grupo con diametro
somatico intermedio y que forman contactos sindpticos con las células ciliadas tanto en forma
de boton como en forma de caliz, por lo que se les conoce como neuronas dimoérficas. Se ha
podido determinar que su marcador bioquimico es la calbindina (Goldberg, 2000; Leonard y
Kevetter, 2002).

Actualmente esta claro que, al igual que en otros sistemas sensoriales, el neurotransmisor
entre las células ciliadas y las neuronas aferentes es un amino acido excitador (AAE),

probablemente el glutamato, y que actuaria postsinapticamente a través de receptores NMDA y



no NMDA (Fig. 3), aunque sobre las neuronas del ganglio espiral el cual inerva la coclea, sélo
se encontraron receptores no NMDA (Soto y Vega, 1988; Soto y cols., 1994; Eybalin, 1993;
Guth y cols., 1998; Glowatski y Fuchs; 2002; Dayanithi y cols., 2007). Sobre las neuronas
aferentes vestibulares aisladas y mantenidas en cultivo primario se reporté el incremento en la
concentracion intracelular de calcio ante la aplicacion de glutamato, acido kainico y AMPA;
dichos incrementos fueron antagonizados por CNQX lo que sugiere la entrada de calcio por
canales tipo AMPA, probablemente a través de las subunidades AMPA GluR2/GluR3 que se
sabe son permeables al ion Ca®" (Dayanithi y cols., 2007). Por otra parte, existen vias de control
eferente sobre la entrada aferente que participan en la regulacion de la ganancia de la aferencia
vestibular. La sinapsis en las vias eferentes (SNC-vestibulo) tiene como neurotransmisor
principal a la acetilcolina (Goldberg y Fernandez, 1980; Pérez et al., 2008). Se ha descrito
también la participacion de otros sistemas de neuromoduladores como el 6xido nitrico (Flores y
cols., 1996, 2001), péptidos opioides (Andrianov y Ryzhova, 1999; Vega y Soto, 2003),
histamina, ATP (Guth y cols., 1998; Soto y cols., 2001), entre otros.

Figura 3. Diagrama de la sinapsis de una célula ciliada con una
neurona aferente vestibular. Sobre la dendrita aferente se localizan
receptores para aminoacidos excitadores (AAE). Se ha
demostrado que esta via involucra receptores de tipo ionotropico,
principalmente tipo AMPA y NMDA; evidencia menos sodlida
sugiere también la presencia de receptores a AAE de tipo
metabotropico. La activacion de receptores tipo NMDA genera
trenes de potenciales de accion como el que se muestra, en tanto
que la activacion de receptores AMPA genera respuestas fasicas.

PpH extracelular

Desde el punto de vista funcional, el efecto de cambios de pH extracelular puede ser muy
importante, ya que parece claro que las vesiculas que contienen glutamato tienen una alta
concentracién de H™ (pH = 5.7; Miesenbdck y cols., 1998), lo que las convierte en una fuente
enddgena de liberacion sinaptica de los mismos. Se ha observado que la actividad sinaptica
intensa promueve cambios transitorios del pH extracelular; por ejemplo, en rebanadas de
hipocampo, la activacion de las colaterales de Schaffer produce un cambio rapido de pH,
inicialmente acidificando el medio extracelular (~10 ms) e inmediatamente después ocurre una
alcalinizacion de mayor duracion (Krishtal y cols., 1987). También se ha propuesto que el
espacio sinaptico puede acidificarse intensamente debido a la presencia de intercambiadores

R o -,
Na'/H" en la membrana presinaptica, lo cual fue demostrado en la unién neuromuscular de



Caenorhabditis elegans, en donde se encontrd que dicho intercambiador (pbo-4) acidifica el
espacio sinaptico y que el incremento en la concentracion de H' activa canales ionotropicos en
la membrana postsindptica (Beg y cols., 2008). Cabe mencionar que antes del trabajo de Beg y
cols., en el 2008, la unica demostracion de que los H™ actuaban a nivel siniptico como
neurotransmisores o neuromoduladores provenia del trabajo de DeVries (2001). El encontré que
en la sinapsis (que por cierto es en forma de liston) entre los conos y la neurona bipolar de la
retina de ardilla, los protones liberados de las vesiculas de neurotransmisor (en este caso
glutamato) inhiben a los canales de calcio tipo L presinapticos, lo que evita la entrada de calcio
de manera consecutiva entre dos estimulos muy préximos en el tiempo (t = 157 ms); esta
retroalimentacion negativa en su momento fue interpretada como un nuevo mecanismo de
modulacion para la liberacion del neurotransmisor (DeVries, 2001). Trabajos posteriores
hicieron hincapié en la importancia de mantener la integridad del espacio sinaptico para que la
neuromodulacion ocurriera (Palmer y cols., 2003). Adicionalmente también se describid que
esta retroalimentacion negativa sélo ocurria entre conos y neuronas bipolares y no entre los
bastones y las neuronas bipolares (Hosoi y cols., 2005).

Actualmente se conocen distintos tipos de receptores, tanto ionotropicos como
metabotropicos, que tienen como ligando a los H'. Los canales idnicos ASIC (4cid Sensing lon
Channel), los pbo-5 y pbo-6 de la familia “cys-loop” y los TRPV1 (Transient Receptor
Potencial Vanilloid 1) son activados por descensos en el pH extracelular (Reeh y Kress, 2001;
Beg y cols., 2008). Por otro lado, Ludwig y cols., en el 2003 mostraron que el receptor 1 de
cancer de ovario acoplado a proteina G actia como sensor de H" y promueve la formacion de

inositol trifosfato intracelular.

Por otra parte, se ha demostrado que cambios en el pH extracelular modulan distintos tipos
de receptores ionotropicos neuronales como: los purinérgicos (Stoop y cols., 1997), los de
acetilcolina (Abdrakhmanova y cols., 2002), los de acido gama amino butirico (GABA,)
(Krishek y Smart, 2001), acido alfa-amino-isoxasole-propionico (AMPA) (Ilhe y Patneu, 2000)
y N-metil-D-aspartico (NMDA) (Tang y cols., 1990; Traynelis y Cull-Candy, 1990). Ademas,
se ha observado que los cambios en el pH extracelular también modifican corrientes ionicas
activadas por voltaje. Este tlltimo efecto ha sido evaluado principalmente sobre las corrientes
i6nicas presentes en el misculo de mamifero, por ejemplo: sobre los canales KCNQ1 (Peretz y
cols., 2002), los canales Ky 1.5 y Ky 1.4 (Kehl y cols., 2002; Claydon y cols., 2000), la
subunidad Kenk3 de los canales de K de dos poros (Lopes y cols., 2001), la corriente de Ca**
de alto y bajo umbral (Tytgat y cols., 1990; Shah y cols., 2001; DeVries, 2001), la corriente de
K" activada por Ca”* (Laurido y cols., 1991), la subunidad HERG (Anumonwo y cols., 1999),

entre otras.



Con base en la multiplicidad de acciones que afectan la excitabilidad celular, los protones
extracelulares han sido propuestos como mensajeros de comunicacion intercelular,
particularmente como neuromoduladores (Waldmann y Lazdunski, 1998; Traynelis y Chesler,

2001; Bianchi y Driscoll, 2002) y potencialmente como neurotransmisores (Beg y cols., 2008).

Canales sensibles a la concentracion extracelular de protones (ASICs)

Krishtal y Pidoplichko reportaron en 1981 la presencia de una conductancia cationica activada
por H' en neuronas de los ganglios de la raiz dorsal de la rata. En los ultimos diez afios los
canales sensibles a H' fueron clonados y denominados genéricamente como ASIC. Las
subunidades que componen estos canales fueron clonadas por su homologia con los miembros
de la familia ENaC/DEG (Epithelial Sodium Channel/Degenerin) (Fig. 4). Comparten la
propiedad de formar canales principalmente permeables al i6n sodio y de ser bloqueados por el
diurético amilorida y sus derivados, con excepcion de ASICla, que se ha observado que
también es permeable de manera sustancial al calcio y ASICla y 1b a los protones mismos
(Waldmann y cols., 1997; Waldmann y Lazdunski, 1998; Kellenberger y Schild, 2002; Chen y
Grunder, 2007). Se han identificado 4 genes que codifican para los ASICs, de los cuales se han
clonado 6 subunidades que se conocen como: ASICla (Waldmann y cols., 1997), ASIC1b
(Chen y cols., 1998), ASIC2a (Price y cols., 1996), ASIC2b (Lingueglia y cols., 1997), ASIC3
(Waldmann y cols., 1997b) y ASIC4 (Grunder y cols., 2000). Por mucho tiempo se pensod que
los canales de la familia ENaC/DEG se ensamblaban en tetrdmeros, ya que la evidencia
bioquimica mas so6lida asi lo sugeria (Coscoy y cols., 1998); sin embargo, recientemente se
determind la estructura de un canal ASICla mutante clonado de los ganglios de la raiz dorsal
del pollo por cristalografia de rayos X, y ahora sabemos con certidumbre que los canales de la
familia ENaC/DEG incluyendo los ASICs son trimeros, con una estructura peculiar ya que
carecen de un vestibulo evidente por el cual los iones puedan pasar del modo en el que lo hacen
en otros canales (Jasti y cols., 2007) (Fig. 4). Como analogia, se ha propuesto que desde el
punto de vista de su estructura tridimensional, el enorme segmento extracelular de cada
subunidad (de ~370 aminoacidos) tiene la forma de una mano (Fig. 6) y los canales funcionales
se ensamblan como homo o heteromultimeros de practicamente cualquier combinacion entre
ellos. Dependiendo de las subunidades que conforman el canal sus propiedades cinéticas y
farmacologicas varian (Benson y cols., 2002; Hesselager y cols., 2004). Lo anterior es valido
para todas las subunidades menos para ASIC2b y ASIC4, ya que como homdmeros no forman
canales idnicos activados por H'. Sin embargo, cuando ASIC2b se ensambla con alguna otra
subunidad influye en la cinética y propiedades de conduccion del canal (Lingueglia y cols.,
1997). Para ASIC4 no se habia demostrado que formara heteromultimeros (Grunder y cols.,
2000; Akopian y cols., 2000; Hesselager y cols., 2004), aunque recientemente se ha mostrado

que ASIC4 interactiia con ASICla y ASIC3 reduciendo su densidad en la membrana plasmatica



por medio de un sitio de ubiquitinizaciéon que ubicado en el extremo amino terminal de ASIC4,
lo que finalmente reduce la corriente de otros ASIC cuando se coexpresa con ASIC4 (Donier y
cols., 2008). También se ha visto que los ASIC pueden formar heteromeros con las proteinas
ENaC (a, B, vy 9), esta observacion fue hecha con la técnica de FRET e inmunoprecipitacion
evaluando a las distintas subunidades ENaC en combinacion con ASICla. Estas interacciones
mas que generar canales constitutivamente abiertos generan canales activados por protones con
nuevas propiedades biofisicas, y con una selectividad idnica y sensibilidad farmacolégica con
cambios significativos y muy novedosos dentro de la familia ENaC/DEG (Meltzer y cols.,
2007). Debido a que las subunidades ASIC y ENaC son coexpresadas por varios tipos celulares
no seria raro que se formaran canales hibridos en células de mamifero.

Los ASICs se encuentran distribuidos ampliamente tanto en el sistema nervioso central como
en el sistema nervioso periférico (principalmente sobre las neuronas de los ganglios de la raiz
dorsal), excepto las subunidades ASIC3 y ASIC1b que se expresan unicamente en el sistema
nervioso periférico (Waldmann y cols., 1997; Walddman y Lazdunski, 1998; Chen y cols.,
1998).
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Figura 4. Miembros de la familia de canales ENaC/DEG (derecha) y esquema representativo de una de las
cuatro subunidades que conforman los canales funcionales (izquierda). Las subunidades que forman estos
canales tipicamente tienen dos segmentos transmembranales, el amino y carboxilo terminal cortos e
intracelulares y un gran segmento extracelular. Abreviaturas: ENaC = canal epitelial de Na". DEG, UNC y
MEC = degenerinas; FaNaC = canal de Na" activado por FMRF-amida; PPK = canal de Na™ Pickpocket de
Drosophila; RPK = canal de Na" Ripped Pocket de Drosophila (Tomado y modificado de Bianchi y Drischoll,
2002 y de Jasti y cols., 2007).

Activacion, desensibilizacion y recuperacion de la desensibilizacion

El paso de iones a través de canales ASICs genera una corriente que tiene una cinética de rapida
activacion y desensibilizacion parcial. Los parametros biofisicos que caracterizan a los ASICs
son: su sensibilidad a los H' extracelulares, la constante de tiempo de la desensibilizacion
(Taesen), €l porcentaje de corriente resistente a la desensibilizacion y la constante de tiempo de la
recuperacion de la desensibilizacion (Treqy). Para las subunidades clonadas hasta hoy en dia se
conocen muy bien los primeros dos parametros, tanto para los homo- como para los
heteromultimeros (Waldmann y Lazdunski, 1998; Benson y cols., 2002; Hesselager y cols.,
2004). Quiza la conductancia unitaria del canal es el inico parametro en el que coinciden de
manera mas o menos consistente todas las subunidades y es de entre 10-15 pS (Kellenberger y
Schild, 2002).

De la curva de sensibilidad a pH se obtiene el pH al cual se genera la mitad de la corriente
(pHos) y su pendiente, y esta informacion da una idea muy proxima acerca de las subunidades
que conforman el canal en estudio.

En relacion a la activacion (gating) de estos canales, se ha propuesto que los ASICs son
canales constitutivamente abiertos, pero se encuentran bloqueados por un i6n calcio, y que los

H" abren el canal porque compiten por el sitio de unién a calcio (Fig. 5A) (Immke y McCleskey,

2003).
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Figura 5. En A se esquematiza el mecanismo probable de bloqueo de poro abierto por parte del
Ca”" sobre ASIC3. A la izquierda se muestra el canal a pH 7.4 con el Ca*" unido en la boca del
poro, a la derecha, se muestra el canal después de ser expuesto a pH acido, se observa como los
protones desplazan al Ca®* fuera del poro y permite el paso de iones a través de él. En B se muestra
la curva de sensibilidad al pH de ASIC3 a diferentes concentraciones de Ca>" extracelular. Como
puede observarse las distintas curvas difieren en su ECsy pero no cambian su pendiente (H = 4), lo
que sugiere que tanto el Ca*" como los protones compiten por un mismo sitio receptor en el canal
(Tomado y modificado de Immke y McCleskey, 2003).

De este modelo se deduce que un incremento o decremento en la concentracion extracelular
de Ca’" tiene un efecto directo en la curva de sensibilidad a los H', en donde el incremento del
Ca®" extracelular reduce la sensibilidad de los ASIC por los protones y viceversa (Fig. 5B).
Posteriormente se vid que este modelo es insuficiente para explicar la apertura de otras
subunidades que no sean ASIC3. Por ejemplo, para ASICla se ha encontrado que tiene dos
sitios de unién a Ca®’, uno de alta y otro de baja afinidad, y la ausencia de dichos sitios no
modifica la apertura por H" del canal ni su sensibilidad a ellos (Paukert y cols., 2004). También
se describieron en el asa extracelular del canal 4 aminoacidos (residuos de acido aspartico y
glutamico, muy conservados en todas las subunidades ASIC) que afectan determinantemente el
gating del canal, cualquiera de estas mutaciones reduce su sensibilidad a los H" de manera
significativa, lo que hace pensar que la apertura de los ASIC es mas compleja e implica cambios
conformacionales, cuando menos para ASIC1a (Paukert y cols., 2008).

El bloqueo por calcio se ha vuelto una herramienta en la caracterizacion de las respuestas
mediadas por ASICs, ya que permite diferenciarlas de las otras corrientes ionicas activadas por
protones (TRPV1) que son acarreadas principalmente por iones calcio. De la estructura del
cristal de ASIC1 se ha deducido que hay cuando menos 4 probables sitios de unioén a protones
(acidic pocket), si estos sitios los comparte 0 no con Ca>" a pH 7.4 atin no ha sido determinado,
ya que el cristal se logré conseguir a un pH menor a 7, por lo que se piensa que este canal esta
en estado desensibilizado (Jasti y cols., 2007). Sin embargo, la sustituciéon de dos aminoacidos
de los sitios de unién a protones mas sobresalientes (neutralizacion de residuos de Asp
sustituidos por Asn) tiene profundos efectos en el gating del canal, reduciendo la sensibilidad a

protones y corroborando la importancia de estos residuos para el sensor de pH (Jasti y cols.,



2007). Se cree que la apertura de los ASIC involucra un cambio conformacional en el que los
dominios extracelulares del canal se ven modificados una vez que el canal es expuesto a pH
acido (Fig. 6) (Jasti y cols., 2007). Aunque especulativo, este modelo no discrepa
completamente de la evidencia electrofisiologica presentada en los ultimos afios; el modelo
propone que los dominios de los dedos y pulgar del ASIC se encuentran coordinados por uno o
mas iones Ca>" probablemente estabilizando el estado cerrado del canal, y que esta interaccion
se ve alterada cuando el pH extracelular desciende, lo que produce el movimiento de uno de los
segmentos extracelulares abriendo una via de permeacion para los iones. Adicionalmente, se ha
propuesto que el dominio de la palma también debe tener algin tipo de movimiento debido a
que ahi se han localizado aminodacidos titulables indispensables para la activacion del canal.
Cuales son los aminoécidos que estdn involucrados directamente en la unién al calcio y los

protones se encuentra aun en debate (Jasti y cols., 2007; Paukert y cols., 2008).
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Figura 6. Esquema del mecanismo de apertura (gating) de los canales ASIC. El estado cerrado es de alta
afinidad por el Ca*", al aumentar la concentracion extracelular de protones éstos desplazan al Ca>* de su o sus
sitios de union, y pasa al estado abierto cuando se ligan los protones y se desliga el Ca*" del canal. En
presencia de H™ el canal sufre una transiciéon adicional hacia un estado desensibilizado. Al aumentar el pH el
canal se cierra nuevamente. Debido a este mecanismo de apertura las transiciones entre estado cerrado y
abierto ocurren con una cinética sumamente rapida. Modificado de Jasti y cols., 2007.

La tyeen generalmente se calcula de una corriente ionica generada al pHys, y se ajusta una
funcion exponencial a la fase de caida de la corriente. Por reportes previos, dicha constante
muestra una dependencia al pH, siendo mas rapidas las T4, de corrientes generadas a pHs mas

cercanos al fisiologico y mas lentas las generadas a pHs mas acidos (Hesselager y cols., 2004).



Por ultimo, el parametro menos estudiado es la recuperacion de la desensibilizacion, y se
debe principalmente a la dificultad técnica que conlleva, sin embargo, en los trabajos donde se
ha analizado (por ej. Immke y McCleskey, 2003), se observa un comportamiento

monoexponencial de la recuperacion de la desensibilizacion de los homomultimeros.

Selectividad ionica

Todos los miembros de la familia ENaC/DEG comparten la propiedad de ser permeables
principalmente al i6n sodio, por lo que el potencial de inversion de la corriente se encuentra
muy cercano al de dicho i6n (Kellenberger y Schild, 2002). Los ENaCs discriminan fuertemente
entre cationes divalentes y monovalentes, incluso, s6lo cationes monovalentes pequefios
atraviesan el poro del canal (Na’, Li"), de tal modo que el K queda casi imposibilitado para
atravesarlo (Py./Px > 100). Para los ASICs no es tan rigurosa la discriminacion entre cationes
monovalentes, se ha demostrado cierta permeabilidad al K™ en todas las subunidades ASICs
(Pno/Px ~ 3-10; Kellenberger y Schild, 2002). Solamente la subunidad ASICla muestra una
permeabilidad significativa al Ca®* (Px,/Pc, = 2.5; Waldmann y cols., 1997) y a los H" (P/Py, =
5; Chen y Grunder, 2007), y se ha encontrado que puede incrementar los niveles de Ca®*
intracelular en las células, tanto nativas como transfectadas (Yermolaieva y cols., 2004). La
permeabilidad de ASICla se ha estudiado comparandola con su variante de splicing ASIC1b
que es muy selectiva para cationes monovalentes (Pn./Pc, > 100; Béssler y cols., 2001). El
analisis de la secuencia primaria de ambas proteinas muestra la mayor diferencia en la porcion
amino-terminal, antes del primer segmento transmembranal. Mediante quimeras en donde se
intercambian los amino-terminales de ASICla y ASIClb, se observé que cuando ASICI1b
(normalmente impermeable a Ca®") tenia el amino-terminal de ASICla se volvia permeable a
Ca®", y viceversa, la subunidad ASICla con el amino-terminal de ASIC1b es impermeable a
Ca’". De estos resultados se concluyd que la porcién amino-terminal de ASICla es la
responsable de la permeabilidad a Ca**. Aunque resulta complicado imaginarse
geométricamente como el extremo intracelular de la proteina participa en el filtro de
selectividad (Béssler y cols., 2001). Adicionalmente, para obtener el cristal de la proteina
ASICla lamentablemente fue necesario cortar los extremos amino y carboxilo intracelulares,
por lo que estas porciones de la proteina no fueron visualizadas en la estructura de cristal,
debido a lo anterior no se puede deducir nada sobre la permeabilidad a Ca*" de ASICla y
tampoco de ningln otro i6n ya que el poro del canal desensibilizado parece colapsado (Jasti y

cols., 2007).

Farmacologia
En los ultimos afios se ha incrementado significativamente el numero de herramientas

farmacologicas con las cuales estudiar a los ASICs. El agonista de todas las subunidades son los



H', y su antagonista inespecifico es la amilorida (que cuenta con un sitio de unién, un solo
aminodcido situado en la boca del poro) (Waldmann y Lazdunski, 1998). Entre las diferentes
subunidades existe una sensibilidad diferenciada tanto a los H' como a la amilorida, siendo
ASIC3 la més sensible a los H (pHos = 6.7), y ASIC1la la méas sensible a la amilorida (ICs, =10
uM). La subunidad menos sensible a los H" es ASIC2a (pHys = 4.4), y la subunidad menos
sensible a la amilorida es ASIC3 (ICso = 60-100 uM) (Tabla [; Kellenberger y Schild, 2002). En
2006, Pidoplichko y Dani, mostraron que los canales ASIC de las neuronas de la sustancia nigra
pars compacta del raton (que son casi exclusivamente ASIC1a) eran activados por el i6n amonio
(NH,"), y dicha apertura fue inhibida por bloqueadores selectivos de ASIC1a. Este hallazgo fue
sorpresivo ya que se creia a los protones como los Gnicos agonistas de estos canales, aunque la
ECs) muestra una muy baja afinidad del canal por el ion NH," (ECso = 20 — 40 mM)
(Pidoplichko y Dani, 2006).

Tabla I
pHos | Amilorida | Gadolinio |FMRFamida |Neuropéptido | Ac. Acetil Salicilico
ICso uM ICso M |ECso M SFECso uM  |ICso uM
ASIC 1a |6.2 10 - ~33 - s/efecto
ASIC 1b |59 21 - - - s/efecto
ASIC2a |4.4 28 > 1000 s/efecto - s/efecto
ASIC3 6.7 63 ~50 - ~50 ~ 100

(- ) =no determinado

Por otro lado se ha estudiado el efecto del zinc (Zn>"), ya que este metal se encuentra altamente
concentrado en algunas vesiculas sinapticas (en rango uM) del sistema nervioso central y puede
potencialmente ser coliberado con los protones y el neurotransmisor, de este modo, en ciertas
condiciones competiria por el sitio de union de los protones (algiun residuo aminodacido titulable
como la histidina). Se ha encontrado que el Zn>" tiene un efecto paradojico sobre las corrientes
ASIC. A concentraciones bajas bloquea con alta afinidad a las subunidades ASICla, y
ASICla+2a (ICso ~10 nM) (Chu y cols., 2004); mientras que a concentraciones altas (ECsy ~
100 uM) coactiva a ASIC2a y ASICla+2a (Baron et al., 2001).

También se ha estudiado el efecto del gadolinio (Gd*") como bloqueador de los ASICs. El
Gd* es un bloqueador conocido de mecanotransductores, asi como también lo son otros
lantanidos; debido a que los ASICs estan relacionados estrechamente con las degenerinas
(DEG) en su secuencia primaria, se pensé que los ASIC podrian también ser susceptibles al
bloqueo por Gd** asi como lo son las DEG (Kelenberger y Schild, 2002). Se ha demostrado asi
que el Gd’* es un bloqueador relativamente potente de ASIC3 y del heteromultimero ASIC2a+3

(ambos ICsy ~ 50 uM), y tiene una menor eficacia sobre homomultimeros de ASIC2a (Babinski



y cols., 2000). Otros metales pesados que se ha observado bloquean a los ASICs son el plomo,
cobre, cadmio y niquel (Wang y cols., 2006; Staruschenko y cols., 2006; Wang y cols., 2007).
El plomo (Pb*") inhibe de manera especifica a las variantes de splicing del gen ASIC1, también
son sensibles los heteroémeros que contengan ASICla (ICso = 3 uM), mientras que los canales
que contienen subunidades 2a, 2b y 3 sin ASIC1a son pobremente bloqueadas por el Pb*"; los
autores sugieren que este bloqueo es independiente del sitio de unién a calcio y amilorida, sin
embargo, datos obtenidos en nuestro laboratorio indican la posibilidad de que el Pb*" interactiie
con el sitio de unién a Ca>* de los ASIC con mayor afinidad que el idn Ca** y que un bloqueo de
estado cerrado sea el mecanismo por el cual este i6n neurotoxico inhiba la corriente ASIC
(Garza, 2007). Lo anterior es pensado debido a que en diversos sitios proteicos de union a
cationes divalentes (sitios de unién a Ca** o Zn*" en enzimas, canales de calcio, calmodulina,
dedos de zinc, etc.), el Pb”" se une con mayor afinidad que el i6n nativo (ya sea Ca’* o Zn™"),
ocupando el sitio activo interrumpiendo la actividad de la proteina, lo cual puede explicar la alta
toxicidad del Pb”" (Garza y cols., 2006). Por un mecanismo similar creemos que el Pb*" actiia en
el sitio de unién a Ca** de los ASIC. Otros metales pesados de interés toxicolégico como lo es el
cadmio y niquel también inhiben a los ASIC (Staruschenko y cols., 2006). El Ni** bloquea a
ASICla sin afectar a las subunidades 1b, 2a, 2b y 3 con una ICsy de 600 uM, mientras que el
Cd** bloquea a ASIC2a y 3 sin afectar a ASICla con una ICs, de 1 mM. El cobre también
inhibe corrientes nativas de ASICs en la corteza cerebral e hipocampo de ratas neonatas en
forma dependiente de la concentracion con una ICsy de 50 pM (Wang y cols., 2007).

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES, ej. acido acetilsalicilico, ibuprofeno,
diclofenaco, naproxeno) son inhibidores reversibles o irreversibles de la ciclo-oxigenasa II
(COX-II). Debido a que los ASICs se expresan en neuronas nociceptivas, la accion de los
AINES fue estudiada sobre las corrientes acarreadas a través de ASICs en las neuronas de los
ganglios de la raiz dorsal (Voilley y cols., 2001). Los AINES inhibieron estas corrientes idnicas,
algunos de ellos afectando el componente sostenido y otros la respuesta rapida al pico. Los
autores que documentaron la inhibicion que producen los AINES sobre los ASIC especulan que
independientemente de su efecto sobre la COX-II, el hecho de que éstos farmacos bloqueen a
los ASIC puede constituir, cuando menos en parte, una explicacion del efecto analgésico y anti-
inflamatorio de estas substancias, sobretodo cuando se aplican de manera topica (Voilley y
cols., 2001).

Vale la pena destacar que se han descrito dos toxinas peptidicas con efecto selectivo
sobre ASICs. La toxina 1 aislada del veneno de la tarantula Psalmopoeus cambridgei (PcTx1),
es un potente y especifico bloqueador de los homomultimeros de ASICla (ICsy = 0.9 nM;
Escoubas y cols., 2000). EI mecanismo por el cual esta toxina bloquea a ASIC1a es peculiar, ya
que al unirse al canal en un amplio sitio de union (Salinas y cols., 2006), la toxina incrementa la

afinidad por los protones a pH 7.4, debido a esto el canal pasa de estado cerrado a



desensibilizado y una vez que el canal se expone a una solucion acida ya no se observa ninguna
corriente (Chen y cols., 2005, 2006). Por otro lado, la toxina 2 de la anémona marina
Anthopleura elegantissima (APTx2) inhibe a la subunidad ASIC3 y a canales que contienen a
esta subunidad combinada con alguna otra (ICsy de 63 nM a 2 uM) (Diochot y cols., 2004).

En neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (GDR), el farmaco A-317567 (C-{6-[2-(1-
Isopropil-2-metil-1,2,3,4-tetrahidro-isoquinolin-7-yl)-ciclopropil ]-naftalen-2-yl} -
metanediamine) bloquea de manera inespecifica a las subunidades ASIC (Dube y cols., 2005) .
En este trabajo se observd que este compuesto tiene una potencia 10 veces mayor comparado
con la amilorida (ICso = 2-30 puM). La virtud de este farmaco es que parece interactuar muy
poco con los ENaC.

Por ultimo, un canal i6nico de la familia de los ENaC/DEG el FaNaC, que es activado
por el neuropéptido FMRF-amida tiene una gran homologia en la secuencia de aminoacidos con
los ASICs. Ademads, los péptidos relacionados en los mamiferos (Neuropeptido-FF y
Neuropeptido-SF) tienen un papel modulador de las respuestas nociceptivas uniéndose a sus
receptores acoplados a proteinas G (Panula y cols, 1999). Por esto se pensé que se pudiera
modificar la respuesta de los ASICs por la FMRF-amida. Se encontré que tanto la FMRF-amida
como los neuropéptidos relacionados incrementan significativamente la corriente sostenida de
los ASICs, asi como la excitabilidad de las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (Askwith y
cols., 2000; Deval y cols., 2003). La FMRF-amida tuvo su efecto potenciador sobre las
subunidades ASICla, 1b y 3 sin presentar efecto sobre la subunidad 2a (Askwith y cols., 2000).
Curiosamente, los heteromultimeros ASIC1b-ASIC3 son significativamente mas sensibles a la
FMRF-amida y los péptidos relacionados que cualquiera de las otras combinaciones posibles de
ASICla, 1b y 3 incluyendo los homomultimeros (Chen y cols., 2006b). Estos resultados han

dado pie a relacionar estrechamente a los ASICs con la nocicepcion.

Otras corrientes sensibles a pH

El canal i6nico que es el prototipo de nociceptor es sin duda el TRPV1 (o VRI, receptor
vainilloide 1). Su clonacion ha permitido su estudio detallado y se ha descrito que es activado
por distintas sefiales potencialmente nociceptivas, entre otras por pH < 6 (Caterina y cols., 1997,
Tominaga y cols., 1998). En neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (GRD), la activacion de
este receptor eventualmente contamina las corrientes idonicas mediadas por ASICs, ya que se
distribuyen en el mismo tipo de neuronas. Lo anterior se puede evitar ya que el umbral de
activacion de los ASICs y de los TRPV1 por los H' difiere en 6rdenes de magnitud, con
excepcion de ASIC2a cuyo umbral es similar al del TRPV1. Ademads, se cuenta con
bloqueadores especificos de los TRPV1, como lo son la capzacepina y la iodoresiniferatoxina
que en concentraciones adecuadas no afectan a los ASICs y bloquean a los TRPV1 (Szallasi y

Blumberg, 1999; Wahl y cols., 2001).



Los canales de K de dos poros (4TMD-2P; Robbins, 2001) del tipo TASK (Two pore-
domain Acid Sensitive K™ channel), han sido descritos como el correlato molecular de corrientes
de fuga sensibles a acidez (para revisiones recientes ver Lesage y Lazdunski, 2000; Patel y
Honor¢, 2001; Patel y Lazdunski, 2004). La sensibilidad a pH de las subunidades TASK1 y
TASK3 se encuentra muy cercana al pH fisioldgico, y cuentan con una farmacologia muy bien
caracterizada en donde sus agonistas son los anestésicos volatiles halotano e isofluorano, y son
inhibidas por acidosis, anandamida y el rojo rutenio. La mayor parte de los canales de esta
familia son bloqueados por el Ba®* (= 200 pM). Estos canales son resistentes al bloqueo por
tetraetilamonio (TEA) y la 4-aminopiridina (4-AP). Ademas, reciben una importante
modulacién negativa por parte del receptor muscarinico M3 que opera a través de proteinas tipo
Gq.

En el oido interno, existen reportes de canales de K de dos dominios de poro. Por un lado,
en la coclea de ratas y ratones empleando RT-PCR e inmunohistoquimica se ha detectado la
presencia del canal TWIK-1 pero no la expresion de TWIK-2 (Nicolas y cols., 2003). En
contraste, otro grupo de trabajo detect6 en la coclea de raton por PCR e inmunobloting al canal
TWIK-2 (Mhatre y cols., 2004; Popper y cols., 2008). Aun asi, ambos trabajos coinciden en que
los receptores no se localizan sobre las células sensoriales, sino més bien en las células obscuras
(TWIK-1) y en la estria vascularis (TWIK-2), pudiendo participar en la reabsorcion de la

endolinfa.

Recientemente en invertebrados y organismos unicelulares se han descritos canales
ionotropicos que tienen como ligando a los protones, dichos canales difieren en su estructura de
los ASIC o de los TRP, ya que pertenecen a la familia Cys-Loop, son catidnicos inespecificos y
se cree que al igual que los demas canales de la familia cada subunidad tiene cuatro segmentos
transmembrana y cada canal estd compuesto por 5 subunidades. Se clonaron 2 subunidades
provenientes del C. elegans, denominadas pbo-5 y pbo-6 y cuando son expresados en sistemas
heter6logos los protones los activan con un pHps de 6.8 con una cinética de activacion y
desensibilizacion similar a la de los ASICs (Beg y cols., 2008). En la bacteria Gloebacter
violaceus fue identificado otro receptor ionotropico para protones (GLIC), al igual que pbo-5 y
pbo-6 éste es miembro de la familia Cys-Loop. El pHys de GLIC es de 5.1, este receptor fue
cristalizado y su estructura fue determinada por difraccion de rayos-X; se consiguid obtener el
cristal del canal en estado abierto donde se visualizé su poro y filtro de selectividad (ya que el
canal no desensibiliza ante la exposicion prolongada de pH acido) (Bocquet y cols., 2007,

Bocquet y cols., 2009; Hilf y Dutzler, 2009).

Papel fisiologico de los ASIC



Con los afios, las funciones atribuidas a los ASICs se han ampliado; inicialmente se les
relaciond con la nocicepcion (Krishtal y Pidoplichko, 1981; Waldmann y cols., 1997; Reeh y
Kress, 2001), y se sugirié que participan en la percepcion del sabor acido (Lin y cols., 2002).
Otra modalidad sensorial en la cual se ha podido relacionar la participacion de los ASICs es en
el tacto, como mecanotransductor. Esta funcion muy probablemente esté desligada a la de
sensor de protones, posiblemente se deba a la similitud en la secuencia primaria entre los ASIC
y las DEG que son propiamente mecanotransductores. Los autores, al evaluar esta modalidad
sensorial postularon que los ASIC mantenian algunas de las funciones de mecanotransductor.
Encontraron que los ratones knockout de los canales ASIC2a y ASIC3 presentan una
disminucién en la sensacion tactil (Price y cols., 2000; Price y cols., 2001). Posteriormente,
Allen y Attwell (2002) describieron por primera vez que el estiramiento de la membrana celular
produce un incremento significativo de la corriente ASIC cuando es activada por protones, sin
embargo, hasta la fecha no se ha demostrado que las deformaciones de la membrana produzcan
una apertura directa de los ASIC.

Uno de los hallazgos mas consistentes es el de la participacion de la subunidad ASIC3 en la
percepcion del dolor originada por la isquemia cardiaca (Sutherland y cols., 2001). También se
ha encontrado que el bloqueo de ASIC1a con PcTx1 (administrada via intra cerebro ventricular)
o inhibiendo su expresion (con nucledtidos antisentido) produce analgesia tanto a nivel
periférico bloqueando a ASICla (efecto agudo), como a nivel central a través de la activacion
de los receptores 1 y 6 opioides (efecto cronico) (Mazzuca y cols., 2007). Lo anterior se debe a
que previniendo la activacion de ASICla los niveles de expresion de Met-encefalina se ven
incrementados por un mecanismo celular desconocido; dicho efecto analgésico mediado por
opioides no ocurre en ratones que carecen del gen de la proencefalina cuando se bloquea a
ASICla, pero si en ratones que carecen de otros péptidos que son relacionados con la analgesia
(proopiomelacortina, prodinorfina y taquiquinina) (Mazzuca y cols., 2007).

Se ha postulado que la presencia de los ASICs en el SNC, especificamente en hipocampo y
corteza (Baron y cols., 2002) seria importante en condiciones de isquemia (Onho y cols., 1989),
ya que descensos en el pH incrementan la dindmica de disparo de las neuronas que padecen el
insulto isquémico. Se ha demostrado que realmente la subunidad ASICla participa directamente
en la fisiopatologia de la isquemia en el sistema nervioso central (Xiong y cols., 2004), ya que
el 4area de dafio inducida por la oclusion de la arteria media cerebral se reduce
significativamente en el raton knockout de ASICla con respecto al silvestre, asi como con la
microinyeccion intra cerebro ventricular de amilorida (concentracion final estimada 100 uM), o
de PcTx1 (concentracion final estimada 50 ng/ml), lo que indica que la muerte neuronal es, al
menos en parte, producida por fenomenos secundarios a la activacion de los ASICs por el
cambio de pH extracelular caracteristico de la hipoxia. También se demostr6 que la subunidad

ASICla participa en la fisiopatologia de la esclerosis multiple; se observd que los ratones



knockout de la subunidad ASICla muestran una mejoria marcada en los sintomas de la
esclerosis inducida experimentalmente (encefalomielitis experimental autoinmune), asi como
una marcada reduccion en la degeneracion axonal producida por la misma estrategia
experimental. Adicionalmente, en ratones silvestres se observa una mejoria de ambos
paradmetros aplicando amilorida (10 mg/Kg; los resultados de la mejoria fueron similares a nivel
comparable al de los knockout pero la proteccion resulté menor) (Friese y cols., 2008).

Por otro lado, también se encontr6 a ASICla como un componente importante de la
fisiopatologia de las crisis convulsivas; ésto se estudio en un modelo de convulsiones tonico-
clonicas inducidas por acido kainico en donde los ratones que carecian de la subunidad ASICla
padecian convulsiones mas severas que los silvestres. Lo anterior se piensa es debido a que las
interneuronas inhibitorias de los cerebros de raton cuentan con una mayor densidad de canales
ASIC (en su mayoria la) que las excitatorias (Bolshakov y cols., 2002), y que la acidosis en el
tejido cerebral producto del exceso de actividad por los episodios epilépticos activan los ASICs
de dichas interneuronas que a su vez liberan el neurotransmisor inhibitorio sobre las neuronas
excitatorias, poniendo freno a los episodios epilépticos (Ziemman y cols., 2008). También se
propuso que los sintomas neurotoxicos secundarios a la hiperamonemia (por ej. en cirrosis,
encefalopatia hepatica, etc.) son debidos a la activacion anormal de los ASIC por el ion NH,".
(Pidoplichko y Dani, 2006).

Ademas de su participacion en situaciones patologicas, también se ha reportado que los
canales ASICla participan en el mantenimiento de la potenciacion a largo plazo (LTP) en el
hipocampo (Wemmie y cols., 2002). Los ratones knockout para ASICla fallan en el
mantenimiento de la LTP. Esto ha sido corroborado por pruebas conductuales, en donde los
ratones carentes de la subunidad 1a mostraron déficit de memoria y aprendizaje espacial. La
explicacion de este importante fendomeno se basa en que las vesiculas sinapticas liberadas por
las neuronas presinapticas glutamatérgicas son acidas, con un pH alrededor de 5.7 (Miesenbock
y cols., 1998), lo que podria acidificar el espacio sinaptico y activar al ASICl1a, lo cual llevaria a
una despolarizacion de la membrana postsinaptica promoviendo la liberacion del bloqueo que
presentan los canales asociados al receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) por parte del Mg™".
Por otra parte, y de manera paradojica, estd bien documentada la inhibicion de los canales
NMDA por parte de los H', hecho que también podria determinar una participacion significativa
del pH en la neuromodulacion de la transmision sinaptica (Traynelis y Chesler, 2001; Bianchi y
Drischoll, 2002). El problema con la idea de que los ASIC son activados por los protones que
estan contenidos en las vesiculas de neurotransmisor es que no ha podido ser comprobada
repetidamente de manera experimental, cuando menos en sinapsis del sistema nervioso central

(Alvarez de la Rosa y cols., 2003; Wemmie y cols., 2003).

Miembros de la familia ENaC/DEG en el oido interno



Diversos grupos de investigacion han estudiado la presencia de canales de la familia de los
ENaC/DEG/ASIC en el oido interno. La mayor parte de estos trabajos se han orientado al
estudio del transporte i6nico en la coclea (Couloigner, 2001; Grunder y cols., 2001; Zhong y
Liu, 2004) o la mecanotransduccion (Hoger y French, 2002; Hildebrand y cols., 2004; Roza y
cols., 2004). Las subunidades o, B y y de ENaC se expresan en las regiones epiteliales y no
epiteliales de la coclea, incluyendo el ganglio espiral. Se ha propuesto que su funcion esta
relacionada con el mantenimiento de las bajas concentraciones de Na' endolinfitico y
consecuentemente contribuyen a la generacion del potencial endococlear (Couloigner, 2001;
Grunder y cols., 2001; Zhong y Liu, 2004), esto podria explicar la apariciéon de una sordera
congénita en los ratones knockout para ASIC3 (Hildebrand y cols., 2004).

Por otra parte, debido principalmente a que las degenerinas (MEC-4 y MEC-10) se han
asociado con la mecanotransduccion y a que la transduccion mecanoeléctrica en las células
ciliadas en vertebrados es sensible a la amilorida (Jorgensen y Ohmori, 1988), varios autores
han buscado en esta familia de canales, sin éxito hasta hoy, la probable identidad de los canales
mecanosensibles de las células ciliadas (Hildebrand, 2004; Roza y cols., 2004). Por ejemplo, la
presencia de ASIC1b ha sido detectada en la punta de los cilios con microscopia electrénica de
transferencia, haciéndolo un candidato posible para la transduccion mecanoeléctrica (Ugawa y
cols., 2006). Contrario a esto, y como ya mencionamos, evidencias recientes sugieren que los
canales de mecanotransduccion en células ciliadas de los vertebrados estan relacionados con la
familia de los canales TRP. Estos resultados apuntan entonces a la familia de canales TRP, y no
a los ENaC/DEG/ASIC, como la que mas probablemente subyace a la mecanorrecepcion en
células ciliadas.

Mediante estudios de inmunohistoquimica y RT-PCR en la coclea de ratéon, se ha
demostrado la expresion robusta de la subunidad ASIC3 en las neuronas del ganglio espiral
(Hildebrand y cols., 2004). Igualmente en la coclea, se ha observado en un modelo de raton
knockout de ASIC2 (que incluye las variantes de splicing ASIC2a y/o 2b) que éste es el
principal responsable de las corrientes idnicas activadas por H' en el ganglio espiral, y que
podria participar en la modulacion de estimulos auditivos supraumbrales (Peng y cols., 2004).
En el sistema vestibular de la rata se han clonado tres subunidades, ASIC la, 1b y 4 (Griinder y
cols., 2000; Bissler y cols., 2001), y a través de RT-PCR se amplific6 el cDNA para estas
subunidades. Su papel funcional dentro de esta modalidad sensorial atin no es claro, y los
autores no hacen ninguna propuesta respecto de su posible papel funcional en el vestibulo.

Cabe hacer notar que otros canales sensibles a pH extracelular como los receptores
vainilloides (VR1) han sido amplificados a través de RT-PCR del aparato vestibular de la rata
(Balaban y cols., 2003); también en el 6rgano de Corti, se ha descrito la expresion del receptor
VRI1 y se encontrd que su agonista la capsaicina modifica la respuesta tonotopica de las células

de la coclea (Zheng y cols., 2003).



Modulacion de la descarga aferente en el vestibulo por pH extracelular

Nuestro grupo de trabajo se ha interesado por el efecto modulador que tienen los protones sobre
la actividad eléctrica aferente del nervio vestibular (Vega y cols., 2003). El registro extracelular
multiunitario del nervio del canal semicircular posterior del vestibulo del axolotl, mostré que la
actividad eléctrica de las neuronas aferentes de los canales semicirculares es sensible a cambios
de pH extracelular. En este mismo trabajo se mostré que el efecto del pH podria deberse,
cuando menos en parte, a la sensibilidad de los receptores a amino4cidos excitadores por los H',
entonces la disminucion o aumento de la actividad de los receptores postsinapticos explicaria el
efecto del pH sobre la descarga aferente vestibular (Vega y cols., 2003). De este modo, la
evidencia que relaciona al pH, la neuromodulacién y la neurotransmision es cada dia mas
abundante.

La modulacion de la descarga de las neuronas aferentes vestibulares por cambios en el pH
extracelular puede tener un papel funcional importante ya que se ha propuesto que las
terminales glutamatérgicas liberan hidrogeniones debido a que para concentrar glutamato en su
interior, las vesiculas sinapticas se valen del gradiente electroquimico creado por una H'-
ATPasa (sensible a bafilomicina A[1]), lo cual determina que su pH pueda llegar hasta 5.7
(Miesenbdck y cols., 1998). Esto implica que la liberacion del neurotransmisor en las terminales
glutamatérgicas puede producir cambios significativos en el pH del medio acidificandolo, sobre
todo en las sinapsis en forma de liston en donde el contenido de una gran cantidad de vesiculas
de neurotransmisor son liberadas, tal como se ha demostrado que ocurre en la retina (DeVries,
2001; Palmer y cols., 2003; Hosoi y cols., 2005).

Ademas de la influencia "sinaptica" que pudieran ejercer los protones que se liberan junto
con el neurotransmisor, los cambios sistémicos de pH, podrian ocurrir durante estados
patologicos de acidosis o alcalosis metabolica. Se ha reportado que estos cambios tienen
influencia en los sintomas de la enfermedad de Ménicre (Celestino y cols., 1976) y pueden ser
causa de recurrencia de vértigo en pacientes con disfuncion vestibular (Morinaka, 1994). Por
otro lado, se ha observado que los estimulos eléctricos similares a los utilizados en implantes

cocleares producen cambios importantes en el pH cuando se utilizan a alta frecuencia (Huang y

cols., 2001).



RESUMEN

Desde el desarrollo de los conceptos de medio interior y de homeostasis se ha considerado que
ciertos parametros fisioldgicos varian en un rango muy restringido y algunos de ellos, como el
pH, estan regulados por sistemas redundantes de amortiguadores y bombas de membrana por lo
que para fines practicos su variabilidad es casi nula, a pesar de que ciertos compartimentos tanto
intra (mitocondrias, vesiculas sinapticas) como extracelulares (estomacal) pueden tener pHs
diferentes al del plasma que es practicamente neutro.

Sin embargo, se ha demostrado que debido a lo reducido del espacio extracelular y a las
caracteristicas complejas de los procesos de difusion en medios no homogéneos, es posible que
haya variaciones importantes de pH en ciertos compartimentos y micro regiones del organismo.
El hallazgo de receptores ionotropicos especificos para protones (H'), y su localizacion
principalmente en las membranas postsinapticas de las neuronas del sistema nervioso central de
diversas especies ha llevado a postular a los H' como mediadores en la comunicacion
intercelular. Previamente determinamos que la funciéon del 6rgano vestibular de vertebrados es
sensible a cambios de pH extracelular (Vega y cols., 2003). El objetivo del presente trabajo de
tesis fue determinar si las células excitables del 6rgano vestibular de mamifero (células ciliadas
y neuronas aferentes vestibulares) presentan corrientes idnicas activadas especificamente por
cambios en el pH extracelular, y definir el papel que estas corrientes tienen en la fisiologia del
vestibulo.

El efecto de cambios en el pH extracelular fue evaluado en las células aisladas del 6rgano
vestibular de la rata con la técnica de control de voltaje y de corriente en la configuracion de
célula completa. Las células ciliadas (tanto tipo I como II) no mostraron cambio en la corriente
registrada al voltaje de mantenimiento cuando la perfusién se cambi6 de la solucién con pH
fisiologico (pH = 7.4) a una solucién con pH = 5.5 (Vg =-90 mV para las tipo I y Vi; = -60 mV
para las tipo II). Por otro lado, en un subgrupo de neuronas aferentes vestibulares de diametro
somatico y capacitancia pequefla, el cambio a pH extracelular 4cido (pH < 7) activé una
corriente idnica entrante acarreada principalmente por iones sodio; esta corriente incrementd su
magnitud en funcion de la concentracion extracelular de protones y se encontrdé completamente
activada a pH = 5.5. La corriente activada por protones mostr6 una cinética de activacion rapida
y una desensibilizacion casi completa con un curso temporal que se ajustd con una funcién
exponencial simple. La corriente fue modulada por la concentracion extracelular de calcio y fue
sensible al bloqueo del diurético amilorida, gadolinio, plomo y el acido acetil salicilico. El
neuropéptido FMRF-amida y el zinc en altas concentraciones incrementaron la corriente
activada por protones. Por las caracteristicas electrofisiologicas y farmacoldgicas antes
mencionadas se dedujo que esta corriente fue acarreada a través de canales ASIC (por sus siglas
en inglés Acid Sensing /onic Channels). Las neuronas que presentaron los ASIC dispararon
potenciales de accion cuando el pH extracelular se modificod a 6.1, los cuales fueron inhibidos
con amilorida. Para determinar qué subunidades conformaban los ASIC expresados en las
neuronas aferentes vestibulares se realizd inmunohistoquimica de fluorescencia utilizando
anticuerpos especificos para las distintas subunidades. Se encontrd la expresion de las
subunidades ASIC 1a, 2a, 2b, 3 y 4 en los cuerpos neuronales del ganglio vestibular, mientras
que para la subunidad ASIC 1b no se observd inmunofluorescencia. Adicionalmente la
expresion de la subunidad la y 2a fue localizada en las terminales nerviosas que inervan el
epitelio sensorial del sistema vestibular. Las neuronas inmunoreactivas fueron medidas y su
capacitancia fue estimada, encontrdndose que este parametro fue similar a la capacitancia
medida electrofisiologicamente en las neuronas que presentaron funcionalmente ASICs.

El patrén de expresion restringido a una subpoblacion del ganglio vestibular sugiere que los
ASIC participan en la generacion de los patrones de descarga de potenciales de accion de las
neuronas que los presentan, ya sea incrementando su entrada sindptica por acumulacion de
protones provenientes de vesiculas sindpticas o modulando la respuesta de los receptores a
aminodacidos excitadores que se reconocen como los neurotransmisores en la sinapsis entre las
células ciliadas y las neuronas aferentes.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Teniendo en cuenta que la transmision aferente vestibular es glutamatérgica, es razonable
pensar que los protones que se coliberan con el glutamato en esta sinapsis en forma de liston
modulen corrientes ionicas de las células ciliadas y neuronas aferentes vestibulares, ademas de
que las evidencias preliminares, sugieren que estas neuronas expresan conductancias ionicas
activadas por H' tipo ASICs que tendrian una influencia significativa en la transmision de la
informacion vestibular. Mas aun, considerando las caracteristicas peculiares de la sinapsis en las
células ciliadas tipo I que poseen un caliz complejo que restringe la difusion de los materiales
liberados por la célula ciliada (Soto y cols., 2002), parece relevante estudiar la existencia de
conductancias idnicas activadas por H™ extracelulares en las células ciliadas y en las neuronas

aferentes aisladas del aparato vestibular de la rata.



HIPOTESIS

Las neuronas aferentes vestibulares y probablemente también las células ciliadas expresan
canales i6nicos sensibles a protones (ASIC) cuya actividad influye en la descarga de las

neuronas aferentes.



OBJETIVOS

General

Determinar la expresion de las diferentes subunidades de canales i6nicos tipo ASIC y estudiar

las corrientes i6nicas activadas por H' en las células ciliadas y en las neuronas aferentes

vestibulares de la rata.

Especificos

Determinar si las células ciliadas tipo I y tipo II aisladas del aparato vestibular de la rata
expresan conductancias i6nicas activadas por H'.

Determinar si las neuronas aferentes vestibulares en cultivo primario de la rata expresan
conductancias idnicas activadas por H'.

Determinar las propiedades farmacoldgicas de las corrientes ionicas sensibles a H' que
hayamos identificado.

Realizar estudios inmunocitoquimicos de la expresion de las distintas subunidades de los
ASICs en el sistema vestibular de la rata.

Determinar el efecto de cambios en el pH extracelular sobre el potencial de membrana de

las neuronas aferentes vestibulares.

Este proyecto pretende aportar pruebas sobre la participacion de los protones como moduladores

de la neurotransmision en el sistema vestibular, campo en el cual todavia se especula sobre su

funcion, y se utilizard un modelo experimental en donde no se ha evaluado su efecto.



MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo del proyecto utilizamos técnicas electrofisioldgicas (fijacion de voltaje y
corriente) e inmunohistoquimicas.

Se usaron ratas de la cepa Wistar de entre 14 a 17 dias de edad postnatal para aislar células
ciliadas, y de 7 a 10 dias para realizar cultivos de neuronas aferentes vestibulares. En estas
preparaciones se estudiaron las corrientes ionicas producidas por cambios de pH. Los animales
se anestesiaron y sacrificaron por decapitacion. El niimero de animales en cada experimento se
mantuvo al minimo necesario para lograr significacion estadistica. Para aislar el oido interno, el
maxilar inferior se separd del superior, el craneo se fijo en una cdmara con base de sylgard y se
perfundié inmediatamente con solucion extracelular normal de rata (tabla II). Bajo microscopio
estereoscopico se quitaron los huesos de la boveda craneal, se identifico el oido interno y se
procedio a disecarlo.

En el caso de las disecciones en que se extrajeron tejidos para cultivos celulares, la
diseccion se realizo en una campana de flujo laminar y en condiciones de estricta asepsia (Soto

y cols., 2002).

Disociacion celular: células ciliadas
Una vez que se disecaron los epitelios sensoriales de la rata, se realizd una disociacion
enzimatica para aislar a las células ciliadas. Trabajos previos en nuestro laboratorio nos han
llevado a establecer un método de disociacion con el cual obtenemos células ciliadas aisladas en
buenas condiciones (Almanza y cols., 2003; Vega y Soto, 2003).
El procedimiento es el siguiente:
1. Los epitelios se colocaron en solucion extracelular normal, a la cual se le agregd colagenasa
tipo IA (Sigma) 0.1 mg/ml durante 7 minutos a una temperatura de 35°C.
2. La preparacién se cambio a una solucién extracelular sin Ca®” y Mg®" conteniendo tripsina
(Sigma) 1 mg/ml durante 10 minutos a 35°C.
3. Posteriormente, la preparacién se colocd en solucién extracelular sin Ca™ y Mg™
adicionada con albiimina sérica bovina (Sigma) 1 mg/ml durante 10 minutos a 4°C.
Por ultimo, el tejido se trasladd a la camara de registro ubicada en la platina de un microscopio
invertido (Nikon Diaphot) en donde las células ciliadas se separaron mecanicamente con dos
disectores de vidrio con puntas finas redondeadas a fuego y se dejaron reposar durante 10
minutos en solucion extracelular normal (Tabla II) sin flujo para que las células se adhirieran al

fondo de la camara. Posteriormente se inicio la perfusion con esta misma solucion (1 ml/min).



Tabla II Soluciones (en mM)

KCI | NaCl | MgCl, | CaCl, | HEPES | MES | EGTA | GTPNa | ATPMg | Glucosa
Extracelular normal’ 54 | 140 2 1.8 10 -—-- -—-- - 10
Intracelular normal™ 125 10 | -— | 0.1 10 10 1 2
Extracelular sin Ca”" y 54 | 140 | - — 10 1 - — 10
[mg?* t
Extracelular con pH < 6.5 54 | 140 2 1.8 - 10 -—-- - - 10

"Las soluciones extracelulares fueron tituladas a pH con NaOH (300 mOsm).

La solucion intracelular fue titulada a pH 7.2 con KOH (=~ 280 mOsm).

Disociacion y cultivo de neuronas aferentes

El cultivo celular se llevo a cabo en un cuarto especialmente destinado para ello; éste cuenta con
una campana de flujo laminar seguridad I (Nuaire), una incubadora con atmosfera de CO,
(Nuaire), un microscopio invertido de contraste de fase (Nikon) y uno estereoscopico para la
diseccion (American Optical). Todo el material rigurosamente limpio (tanto el de diseccion
como el de cultivo) fue previamente esterilizado con su exposicion a luz UV.

Las neuronas aferentes vestibulares se obtuvieron de ratas neonatas de la cepa Wistar con
una edad de entre 7 y 10 dias; éstas se anestesiaron con halotano y se sacrificaron por
decapitacion. La cabeza se lavo con etanol al 70%, se le retird el maxilar inferior y el craneo se
colocd en una caja de Petri con medio de cultivo L-15 al 100% (Gibco) en la cual se llevo a
cabo la diseccion de los ganglios vestibulares (GV). Los GV fueron inmersos en medio L-15 al
100% adicionado con colagenasa y tripsina 1.25 mg/ml cada una (Sigma) durante 30 minutos a
37°C, posteriormente fueron lavados 3 veces con medio L-15 al 100% sustituyendo el volumen
del medio que contenia la enzima por medio fresco; entre cada lavado la suspension se
centrifugd por cinco minutos e inmediatamente después las células se resuspendieron y
disociaron mecanicamente con ayuda de una pipeta Pasteur con la punta pulida a fuego. La
ultima resuspension se colocd en cajas de Petri de 35 mm de diametro con un sustrato de poli-
D-lisina y 2 ml de medio L-15 modificado que contenia: suero bovino fetal al 10% (Gibco), 500
UI de penicilina (Lakeside), fungizone 2.5 pl/ml (Gibco), NaHCO; 15.7 mM (Merck), HEPES
15.8 mM (Sigma) y pH 7.7 ajustado con NaOH. Las células permanecieron en cultivo dentro de
la incubadora con una atmosfera de 5% de CO, por un periodo no mayor a 24 horas ni menor a

18.

Registro electrofisiologico (fijacion de voltaje)
Los registros de corrientes ionicas se llevaron a cabo mediante la técnica de fijacion de voltaje
en su version de célula completa y se realizaron a temperatura ambiente (20-22°C) usando un

amplificador de fijacion de voltaje (Axopatch 1D 6 200B, Axon Instruments). La sefial de salida



del amplificador fue filtrada con un corte de frecuencias de 2 a 5 KHz y el muestreo fue a 5
KHz. Los registros se digitalizaron con un convertidor analdgico-digital (Digidata 1200 o una
Digidata 1320A) utilizando un sistema pClamp (version 8 o 9, Axon Instruments) y se
almacenaron en el disco duro de una computadora PC compatible. Las pipetas para los registros
de fijacion de voltaje se hicieron con un estirador horizontal (Sutter P-96) y se emplearon
pipetas de vidrio de borosilicato (WP Instruments) las que una vez llenadas con solucion
intracelular normal (Tabla II) tuvieron una resistencia de entre 1-5 MQ. El potencial de punta
para las soluciones de registro fue menor a S mV por lo que no fue corregido.

La version de célula completa de la técnica de fijacion de voltaje se obtuvo después de
cancelar la capacitancia de la pipeta y de formar un sello >2 GQ. En estas condiciones, la
resistencia de acceso (R,), resistencia de membrana (R,), constante de tiempo (t,) y
capacitancia de membrana (C,,), se calcularon en linea con el programa pClamp. Para medir el
potencial de membrana (V) de las células fue utilizado el método de fijacion de corriente sin
inyeccion de corriente. Una vez que se registraron las propiedades pasivas, la capacitancia y el
80% de la resistencia en serie se compensaron electronicamente en todos los registros.

Para el estudio de las propiedades biofisicas de los canales activados por H' se estimularon a
las células con cambios rapidos de solucion extracelular titulada a distintos pHs (lapsos de 5
segundos de duracion) con un sistema de perfusion SB-77 (Warner Inst.) o uno piezoeléctrico
Burleigh LSS-3200 controlado por el programa Clampex 9.2 (Axon Inst.). Este ultimo permite
un recambio ultrardpido de la solucidon extracelular que permitié determinar la cinética de
activacion de la corriente activada por H™ (ver RESULATADOS; la constante de tiempo del
cambio de solucioén fue de 12 ms, se determind por el cambio en el potencial de punta). Las
células fueron mantenidas a un potencial de membrana de -60 mV durante todos los protocolos
a menos que se indique lo contrario. Al principio de cada registro se aplico un pulso de voltaje

de -60 a -70 mV con una duracion de 50 ms para monitorear la R,.

Protocolos de fijacion de voltaje

De los registros obtenidos se calculd la Tq4e5, ajustando una funcion exponencial a la fase de
caida de la corriente i6nica (y = y, + Ae"‘/‘). También se determiné la corriente resistente a la
desensibilizacion midiendo la corriente persistente al final de la estimulacion y normalizandola
con respecto al pico.

Para estudiar la recuperacion de la desensibilizacion (Tyecyp) s€ utilizé un protocolo en
donde la célula fue mantenida en un Vi = -60 mV, se perfundioé a pHy s durante 1 seg y luego de
un intervalo de tiempo que fue aumentando se aplico por segunda vez la solucién con pHys,
inicialmente el intervalo entre pulsos fue de 1 seg, y éste se incremento6 (At = 500 ms) hasta que

ambas corrientes tuvieron la misma amplitud, como se ilustra en el esquema siguiente:



pHos pHos
1 seg 1 seg

H 7.4
P V4 —
1 seg + At

El intervalo entre cada protocolo fue de 50 segundos y los resultados se graficaron como la
amplitud de la corriente en funcién del tiempo, normalizando la respuesta a la segunda
aplicacion de pH respecto a la corriente control. Los datos se ajustaron con una funcion

exponencial.

Protocolos farmacologicos

La curva concentracion-respuesta para el pH se realizd comparando la corriente evocada con
una solucion a pH 5 (que para las neuronas aferentes vestibulares fue saturante; ver
RESULTADOS) con respecto a la respuesta con el pH de prueba (pH 7, 6.5, 6.1, 6, 5.5), en
ambos casos la aplicacion del pH acido se realizo por duplicado. Para todos los experimentos el
intervalo entre cada estimulacion con cualquier pH fue de 50 segundos, lo anterior para
asegurarnos que la corriente ionica se hubiera recuperado completamente de la desensibilizacion
segun lo reportado previamente y lo encontrado en el presente trabajo (ver RESULTADOS).

Para el estudio de la farmacologia de los ASICs en las neuronas aferentes que respondieron a
los cambios de pH, se compar6 la respuesta por duplicado en control a pHy s con una de prueba
por duplicado coaplicando el farmaco. Al final del protocolo de farmacologia se aplicé pHys
(como en el control) para observar la reversibilidad del efecto del farmaco. Los farmacos
estudiados fueron: amilorida (fAirmaco para el cual se realizo una curva concentracion-respuesta
utilizando las siguientes concentraciones: 0.1, 1, 3, 10, 30 y 100 uM), FMRFamida 100 uM,
gadolinio 100 uM, acetato de plomo 10 pM, zinc 300 uM, N,N,N’,N’-Tetrakis(2-
piridilmetil)etilendiamina (TPEN) 10 uM y acido acetilsalicilico (ASA) 100 uM y 1 mM.

Los datos de las curvas dosis-respuesta (tanto de pH como de amilorida) fueron ajustados
con una ecuacion dosis-respuesta: y = Al + [(A2 - A1)/1 + 10%#? -] En donde Al es la
asintota inferior y A2 la asintota superior de la curva, log,, es el punto medio entre Al y A2
(dosis inhibitoria o excitatoria 50) y p es el nimero de Hill.

Se estudio la influencia de la concentracion de Ca*" extracelular (1.8 y 3.6) sobre la
activacion de la corriente sensible a H'. Esto debido a que, como ya mencionamos, se ha
propuesto que los ASICs estan constitutivamente abiertos y bloqueados por iones Ca>", los
cuales entonces desplazan la curva de sensibilidad a los protones a la derecha.

Adicionalmente, se usé un agonista y un antagonista para el canal TRPV1: capsaicina y
capzacepina, ya que se ha propuesto la expresion de los TRPV1 en el vestibulo de la rata

(Balaban y cols., 2003).



Todos los resultados se presentan como la media + el error estandar de la media. Se
consider6 significativa una diferencia cuando su P fue menor a 0.05 utilizando la prueba ¢ de

Student. Los datos fueron analizados con los programas Clampfit 9, Origin 7 y Sigmaplot 10.

Histologia e inmunohistoquimica del oido interno
Cabe destacar que esta parte del proyecto se realizé en colaboracion con el Dr. Ivan Lopez de la
Universidad de California campus Los Angeles, con quien tuvimos un convenio especifico para
el estudio de los ASICs en el oido interno (apoyado via la convocatoria UC-MEXUS-
CONACyT). Las ratas Wistar de edad 12 dias de edad posnatal se anestesiaron y se
perfundieron con paraformaldehido al 4% (Lopez y cols., 2005). El hueso temporal se removid
del craneo y se mantuvo inmerso en fijador por 24-48 hrs. Posteriormente se descalcifico por
inmersion en una solucion de EDTA al 3% en buffer de fosfatos (PBS) por 7 dias. Se completo
la microdiseccion de la bula auditiva y el laberinto membranoso se mantuvo en inmersion en
sucrosa al 30% por 3 dias. Se realizaron secciones seriales de 14 pm usando un criéstato. Para
ello, el oido se orientd para seccionar la parte modiolar media de la coclea, las crestas de los
canales semicirculares, la mécula del utriculo y los GV y espiral. Las secciones se montaron en
laminillas de vidrio especiales para adherirse al tejido (Superforst plus slides) y se almacenaron
a -80°C hasta su uso.

Para la tincién inmunohistoquimica, los tejidos se incubaron a temperatura ambiente por
30 min con una solucién bloqueadora conteniendo 5% de suero normal de cabra o caballo, 0.5%
de albiimina sérica bovina, Triton X-100 al 0.5%, todo en PBS. Posteriormente se removid esta
solucién y se aplico el ler anticuerpo (policlonal o monoclonal segin el caso). Los anticuerpos
utilizados en este trabajo fueron contra las proteinas siguientes: ASICla, ASIC1b, ASIC2,
ASIC2b, ASIC3 y ASIC4 (diluidos 1:500, de las marcas Alpha Diagnostic International,
Chemicon y Alomone). Los anticuerpos de la marca Alpha Diagnostic (se probaron los
anticuerpos contra todas las subunidades) estan dirigidos a reconocer epitopes contra la porcion
amino terminal, excepto el de ASIC3 que esta dirigido contra el carboxilo terminal. Todos los
epitopes que reconocen estos anticuerpos son intracelulares. De la marca Alomone se probaron
los anticuerpos contra ASIC2a, ASIC3 y ASIC4, todos reconociendo partes del extremo amino
terminal intracelular. Mientras que de Chemicon se probaron los anticuerpos contra ASIC1b y
ASIC3, también contra la porcion N-terminal. Las preparaciones se incubaron en una camara
himeda a 4°C por 48 hrs. Luego de la incubacion con el primer anticuerpo, los tejidos se
lavaron tres veces por 10 minutos en PBS. Se aplico entonces el anticuerpo secundario
consistente en anticuerpos Anti IgG contra ratobn o conejo marcados con Alexa 488 (1:1000)

incubandose las preparaciones en la oscuridad por una hora a temperatura ambiente.



En todos los casos se realizaron controles incubando las preparaciones con el anticuerpo
primario preabsorbido con el péptido bloqueador respectivo (Alpha Diagnostic), u omitiendo el
primero o el segundo anticuerpo.

Luego de la incubacion las preparaciones se lavaron tres veces con PBS y fueron
montadas en Vectashield. Las laminillas se observaron en un microscopio de fluorescencia
(Nikon Eclipse E800) y se digitalizaron usando una camara digital (RTSlider, Spectra) y el
software Image Pro Plus (MediaCybernetics). La inmunorreactividad a los ASIC se examind en
preparaciones completas de la coclea y el vestibulo. Adicionalmente se realizaron controles
positivos en cortes de neuronas del ganglio de la raiz dorsal y en cerebelo que fueron obtenidos
y tratados de igual manera que los del vestibulo y ganglio espiral; en las imagenes presentadas
en la seccion de resultados se combind el campo claro al campo de la fluorescencia para poder
observar con mayor claridad las estructuras de la rebanada.

Las neuronas inmunorreactivas fueron medidas para hacer una estimacion de su
capacitancia. Para determinar la superficie de las células se asumieron como esféricas, el
diametro mayor y menor se promedio y se aproximo un radio. El area de la membrana de la
célula fue calculada con la ecuacion 4nr’, que se utiliza para determinar la superficie de una
esfera. Al final, el area se transformd en capacitancia utilizando un valor de capacitancia

especifica de 1 uF/cm’.



RESULTADOS

Corriente activada por protones en las células ciliadas

En las células aisladas se buscod la presencia de canales i6nicos sensibles a la concentracion

extracelular de protones tanto en células ciliadas como en las neuronas aferentes vestibulares

usando la técnica de fijacion de voltaje (patch clamp) en la configuracion de célula completa.
En las células ciliadas tipo I (n = 7) y tipo II (n = 7) aisladas de los canales semicirculares del

vestibulo de la rata no se activd ninguna corriente idénica cuando fueron expuestas a un cambio

en el pH extracelular de 7.4 a 5.5 (Fig. 7).

Tipo I

i

—

50 mV

B D Tipo 11 omy F
-100 mV

Figura 7. Efecto de cambios del pH extracelular en las células ciliadas aisladas de los canales semicirculares de la rata. En A
y B se muestran micrografias de células ciliadas tipo I (A) y II (B). Estas mantienen su forma caracteristica de 4nfora para las
tipo I y predominantemente cilindricas para las tipo II. La barra de calibracién en A equivale a 10 pm. En C y D se muestran
registros tipicos de la corriente idnica total de células ciliadas tipo I y II respectivamente. Las corrientes ionicas fueron
generadas por el protocolo de fijacion de voltaje mostrado en el inserto. Las células tipo I presentan una conductancia iénica
de bajo umbral de activacion conocida como gg;, (por su bajo umbral al Vy = -60 mV se observa su deactivacion), y las
corrientes ionicas de las tipo II presentan corrientes tipo rectificador retardado y transitoria de potasio. En E y F registro de
fijacion de voltaje donde se muestra el efecto que tuvo el cambio del pH extracelular sobre la célula ciliada tipo I (E, Vi =-90

mV),y ti@olilr(i]én}/e‘la:cﬁq%Wévﬁ%&%ﬁ%ﬁlfa@eﬂeﬁ}%zz&%y@%& ninguna corriente idnica en ambos tipos celulares.

En las neuronas aferentes vestibulares de la rata (Fig. 8), se encontrd que un cambio hacia pHs

acidos en el medio extracelular promueve la apertura de canales idnicos por los cuales pasa una



corriente idnica de rapida activacion y que se desensibiliza casi completamente durante la

aplicacion del pulso de pH (de una duracion de 5 segundos) (Fig. 9A).

Figura 8. Micrografia de una neurona aferente
vestibular aislada y mantenida en cultivo
primario. Al contraste de fases las neuronas
que se registraron se mostraron refringentes
con somas redondeados u ovoideos. La barra
de calibracion equivale a 10 pm.

La corriente i6nica es conducida principalmente por iones sodio, debido a que su potencial
de inversion es alrededor de 59 mV (n = 3; V., del Na" = 66 mV), y porque cuando se sustituy6
equimolarmente el cloruro de sodio por cloruro de colina, sélo persistio el 1.8 £ 0.8 % de la
corriente activada por pH 6.1 (n = 9) (Fig. 9A). La corriente presentd una sensibilidad a los
protones dependiente de la concentracion extracelular de los mismos; normalizando la corriente
a la respuesta obtenida a pH 5, el ajuste de Hill mostré que a pH 6.2 se activa el 50% de la
corriente (pHps) con una pendiente de 1.8 (Fig. 9B). Evaluamos el efecto de cambios en la
concentracion extracelular del i6n calcio de 1.8 mM a 3.6 mM, y encontramos que la
sensibilidad de la corriente a los H™ se redujo, ya que la curva de sensibilidad a los protones se
desplazo a la derecha; bajo estas condiciones el ajuste dosis respuesta dio un pHys de 6.05 con
una pendiente de 1.8 (Fig. 9B). Posteriormente usando como estimulo la perfusion de solucion
extracelular a pH 6.1 (valor cercano al pHys con una solucion extracelular con calcio 1.8 mM),
se estudiaron los parametros biofisicos de la corriente. Se encontré que la corriente idnica
producida por protones tuvo una densidad de corriente (medida al pico) de -56 £ 4 pA/pF (n =
86). El porcentaje de corriente resistente a la desensibilizacion fue de 6 £ 0.7 % (n = 86; medida
a los 4 segundos después del pico). La desensibilizacion de la corriente tuvo una constante de
tiempo de 129 = 4 ms (n = 86; Fig. 9A). La corriente ASIC se activd con una constante de
tiempo de 33 £ 5 ms (n = 17; la constante de tiempo fue estimada con una funcidon exponencial
simple), cabe aclarar que el parametro s6lo se midi6 en las células que fueron estimuladas con el
perfusor piezoeléctrico que permite un cambio ultra rapido de la solucion extracelular. Mediante
el uso del protocolo de doble pulso se encontrd que la recuperacion de la desensibilizacion se

ajustd con la suma de dos funciones exponenciales simples que arrojaron una constante de



tiempo rapida de 0.9 segundos y una lenta de 4 segundos (n = 7; Fig. 9C). Cabe destacar
finalmente que la corriente activada por protones solo fue encontrada (cuando se utilizo el
registro electrofisiologico) en las neuronas de menor capacitancia. Dichas neuronas tuvieron una
capacitancia de 18.8 £ 0.7 pF (n = 146), mientras que las neuronas que no expresaron dicha
corriente tuvieron una capacitancia de 37 =+ 1.5 pF (n = 49; P < 0.001, prueba ¢ de Student), lo
que sugiere que la corriente se presenta principalmente en las neuronas de didmetro somatico

pequefio (Fig. 9D).
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Figura 9. Propiedades de la corriente activada por protones en las aferentes vestibulares. En 4, registro tipico
obtenido de una neurona aferente vestibular mantenida a un potencial de sostenimiento de -60 mV y estimulada con
un pH de 6.1 (barra), cuando el Na* se sustituye por colina y luego del lavado. Se observa que en el control y luego
del lavado se produce una corriente idnica que se activa y desensibiliza rapidamente (en este caso con una Tyesen, =
154 ms, el ajuste se muestra con una linea punteada en gris), y que es conducida principalmente por el i6n sodio. En
B, curva de sensibilidad a los protones de la corriente activada por pH acido. Con una concentracion de calcio
extracelular fisiologica (circulos llenos, [Ca*"] = 1.8 mM) dicha curva presenta un pH, s de 6.2, mientras que cuando
se duplica el calcio extracelular (circulos vacios) la curva presenté un pHys de 6.06, en ambos casos el niimero de
Hill fue de 1.8 (+* > 0.98). En C, grafica de la recuperacion de la desensibilizacion de la corriente. Los datos se
ajustaron con la suma de dos funciones exponenciales con valores de constante de tiempo de 0.9 y 4 seg
respectivamente. En los insertos se muestra un registro representativo y el protocolo de estimulacion que se utilizo
para medir este parametro. En D, distribucion de capacitancias de las neuronas que expresaron (en barras gris claro)
y que no expresaron (en negro) corrientes idnicas activadas por protones (n = 146 y 49 respectivamente). Las lineas
continuas son el ajuste con una funciéon normal (ajuste con p < 0.05, prueba de Kolmogorov-Smirnoff). Sélo las
neuronas de menor capacitancia expresaron dicha corriente. En el inserto se muestra un ejemplo de cada grupo
neuronal (con su respectiva capacitancia) cuando fue estimulado con pH 6.1.

Cuando se estimuld a las células mediante la perfusion de solucion extracelular con pH 4
(insistimos en que las células se perfunden con soluciéon a pH 7.4 entre los estimulos con las

soluciones a diferentes pHs), se produjo una corriente entrante que a diferencia de la



anteriormente descrita tuvo una cinética bifasica, con un pico inicial de activacion rapida y
desensibilizacion parcial, seguida de una corriente de activacion lenta que no decae durante la
aplicacion del pH acido, obteniendo un rango muy variable de la magnitud de esa corriente (Fig.
10).

Este tipo de respuesta es tipica de las corrientes ASIC que producen las subunidades ASIC3
y ASIC3 + ASIC2b (Waldmann y cols., 1997b; Lingueglia y cols., 1997), aunque puede ser
debida a la suma de la activacion de canales ASIC y TRPV1 (Tominaga y cols., 1998).

Figura 10. Registro de wuna corriente
activada por pH 4. La corriente producida
con pH 4 (barra) es de tipo bifésico,
observandose el pico con cinética rapida al
inicio del pulso de pH seguido de una
corriente de activacion lenta. La linea
punteada representa el cero de corriente.

Farmacologia de la corriente activada por protones en las neuronas aferentes

En primera instancia decidimos analizar la posibilidad de que la corriente ionica fuera debida a
la activacion de receptores del tipo TRPV1 (vainilloide), que se sabe es activado por protones,
capsaicina y temperaturas mayores a 42°C (Caterina y cols., 1997; Tominaga y cols., 1998).
Para esto utilizamos capsaicina como agonista TRPV1 en concentracion 1 uM y 10 puM.
Cuando el farmaco fue aplicado a las neuronas mantenidas en condiciones de fijacion de voltaje
no se detectd ningin cambio en la corriente idnica, por lo que se concluyd que en las neuronas
aferentes vestibulares no se expresa TRPV1 (Vz = -60 mV; n = 11 y 5 respectivamente; Fig.
11).



Cap 1 uM Figura 11. Efecto del agonista

TRPV1 capsaicina (Cap) sobre las
neuronas aferentes vestibulares. En

AN AR, s i P st B B P P v la grafica se muestra un registro de
corriente idnica a un potencial de
100 pA sostenimiento de -60 mV antes,

durante y después de la aplicacion
de Cap 1 pm durante 5 segundos
(barra).
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Enseguida se procedio a estudiar el diurético amilorida en concentracion 100 uM coaplicandolo
con el pH 4cido (solucion salina titulada a pH 6.1). En estas condiciones el farmaco bloqueo el
80 = 2.5 % de la corriente al pico con respecto al control, sin afectar el componente resistente a
la desensibilizacion, este efecto fue completamente reversible con el lavado (n = 8; Fig. 12A).
Se realiz6 una curva dosis-respuesta para la amilorida, se estim6 una ICso = 4.5 uM con un
numero de Hill de 2 (n = 3-8 para cada punto) (Fig. 12B). También se evaluo el efecto del
lantanido gadolinio (Gd’) que a concentraciéon 100 uM bloqued un 76 + 2 % (n = 6) de la
corriente al pico producida por pH 6.1. También produjo un aumento altamente variable, no
significativo, de la corriente sostenida en un 40 £ 25 % (P > 0.05 prueba ¢ de Student pareada).
Se obtuvo un lavado parcial del bloqueo en casi todas las células en que se probé el Gd** (Fig.
12C). Posteriormente se estudio el efecto del acido acetilsalicilico (AAS) en concentracion 100
uM y 1 mM sobre la corriente generada por pH 6.1. Se encontré que con 100 uM la corriente al
pico fue bloqueada en un 24 £ 4 % y el componente sostenido se inhibié en un 24 + 6 %, en
ambos casos la diferencia fue estadisticamente significativa (P < 0.05, prueba ¢ de Student
pareada) y el efecto fue completamente reversible con el lavado (Fig. 12D). Mientras que para 1
mM el pico fue bloqueado en un 41 £ 10 % (P < 0.05, prueba ¢ de Student pareada) y la
corriente sostenida disminuyo un 27 + 15 %, éste ultimo cambio no fue estadisticamente
significativo (no mostrado).

El plomo es un neurotoxico de interés médico y en la actualidad la intoxicacion con este
metal sigue siendo un problema de salud publica; la intoxicacion por el i6n produce entre otros
sintomas mareos y vértigo, lo cual sugiere una posible participacion vestibular (Garza y cols.,
2007). En fechas recientes se ha reportado que posiblemente el Pb>" ejerza parte de su efecto
neurotoxico bloqueando canales ASIC1 a nivel central (Wang y cols., 2006). Debido a lo
anterior decidimos evaluar el efecto del Pb>" 10 uM sobre la corriente evocada a pH 6.1. E1 Pb**

bloqueo significativamente la corriente al pico en un 12 + 4 % y aumento la corriente sostenida



en un 29 * 18 % de manera no significativa (n = 5; P < 0.05, prueba ¢ de Student pareada), este
efecto fue reversible con el lavado (Fig. 12E).

También se evaluo el efecto de dos coagonistas de los canales ASICs, el neuropéptido de
caracol FMRF-amida y el zinc. La FMRF-amida modula las corrientes ionicas de los ASICs
preincubando a la neurona con el neuropéptido antes de ser estimulada con el pH acido, de este
modo dicho neuropéptido incrementa la magnitud de la corriente ASIC e inhibe su
desensibilizacion; estos neuropéptidos no abren a los canales ASICs por si solos (Askwith y
cols., 2000; Deval y cols., 2003). En nuestros experimentos, posterior al registro de la corriente
control (pH 6.1), se pretrato a la neurona en estudio durante 35 s con solucién salina a pH 7.4
adicionada con FMRF-amida 100 uM y posteriormente fue estimulada con un pulso de solucion
salina titulada a pH 6.1, cabe mencionar que durante el tiempo de perfusion de la FMRF-amida
no se observd ningiin cambio de la corriente que se registrdé a -60 mV. Se encontré que la
corriente al pico producida después del tratamiento con FMRF-amida se increment6 en 60 * 3
% respecto del control, y que la corriente sostenida medida a los cuatro segundos después del
pico pasé de 8 = 2 % (con respecto al pico de la corriente) en condiciones control a 57 + 18 %
luego del tratamiento con el neuropéptido (n = 12) (Fig. 12F). El incremento en la corriente
sostenida con el neuropéptido fue de 1400 £ 420 %. Este efecto, al igual que el de la mayoria de
los farmacos que probamos en este trabajo, fue reversible con el lavado, en este caso luego de
50 segundos.

El zinc por ser un agonista especifico de ASIC2a en altas concentraciones (Baron y cols.,
2001; Chu y cols., 2004) fue estudiado con la intencién de conocer la participacion de dicha
subunidad en la composiciéon de los canales i6nicos presentados por las neuronas aferentes
vestibulares. El Zn>" 300 uM increment6 la corriente al pico producida por pH 6.1 en un 20 + 6
% y la corriente sostenida en un 15 + 3 % (n = 9), ambos incrementos fueron estadisticamente
significativos (P < 0.05, prueba ¢ de Student pareada), sugiriendo una modesta participacion de
la subunidad 2a en la formacion del canal ASIC en las neuronas aferentes vestibulares (Fig.
12G).

Como también estd bien documentado el bloqueo de alta afinidad del Zn** principalmente
sobre la subunidad ASICla, y debido a que las soluciones salinas elaboradas con sales de cloro
estdn comunmente contaminadas con zinc (aproximadamente en una concentracion 50 nM),
decidimos utilizar un compuesto quelante de zinc para evaluar si la subunidad ASIC1a participa
en la formacion del canal sobre las neuronas aferentes vestibulares. E1l TPEN 10 uM increment6
la corriente al pico en un 14 + 4 %, dicho incremento fue estadisticamente significativo (P <
0.05, prueba ¢ de Student pareada). Mientras que la corriente resistente a la desensibilizacion

aumentd de manera no significativa en un 6 £4 % (n = 5; Fig. 12H). En la figura 13 se resumen



los efectos de los farmacos probados sobre la corriente activada por protones de las neuronas

aferentes vestibulares.
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Figura 12. Efecto de los distintos bloqueadores y coactivadores de los ASIC sobre la corriente activada por protones
(generada a pH 6.1) en las neuronas aferentes vestibulares. En 4 respuesta de una neurona a la perfusion de pH 6.1
durante 5 segundos (control, trazo izquierdo), cuando se coaplica pH 6.1 y amilorida 100 uM (trazo de en medio) y el
lavado (trazo derecho). En B curva dosis-respuesta del diurético amilorida sobre la corriente activada por protones.
La linea continua representa un ajuste de Hill donde la ICs, fue de 4.5 uM y un niimero de Hill de 2. Cada punto
muestra la media de 3 a 8 células. C-E: se muestra el efecto de gadolinio 100 uM, acido acetil salicilico (AAS) 100
UM y de acetato de plomo 10 uM sobre la corriente activada por pH 6.1. En F, la preaplicacion de FMRFamida 100
puM durante 35 segundos incrementa la corriente al pico e inhibe la desensibilizacion de la corriente activada por
protones en forma reversible sin afectar la corriente de sostenimiento. G y H: La coaplicacion de zinc 300 uM y
TPEN 10 uM incrementan la corriente al pico de forma significativa. Las lineas punteadas representan el cero de
corriente, la calibracion de C es la misma que para todos los registros.
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Efecto de amilorida y cambios de pH en fijacion de corriente

Figura 13. Farmacologia de la corriente ASIC
en neuronas aferentes vestibulares. Las barras
representan la media + el error estandar de la
magnitud al pico (barras negras) y de la
corriente sostenida (barras grises) después de la
coaplicacion de cada farmaco. Los datos se
presentan como porcentaje de cambio con
respecto a la corriente control. Los asteriscos
denotan significancia estadistica (P < 0.05,
prueba ¢ de Student pareada).

Cabe destacar que las neuronas que presentaron corrientes idnicas activadas por protones

produjeron potenciales de accion en respuesta al cambio de pH extracelular (Fig. 14). El cambio

de pH produjo una despolarizacion que fue seguida por el disparo de potenciales de accion de

manera similar a como la neurona lo hizo con la inyeccion de pulsos cuadrados de corriente. La

despolarizacion inducida por el pH éacido se redujo por la coaplicacion del diurético amilorida

en concentracion 100 uM (n = 8), caso en el cual la neurona ya no alcanz6 el umbral de

descarga del potencial de accion. Estos resultados sugieren de forma directa la posible

participacion de los ASIC en los procesos de codificacion de la informacion sensorial.
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Figura 14. Efecto de pH y amilorida en
la generacion de potenciales de accion.
En el trazo de la izquierda se muestra un
registro control en que se observa el
efecto de la perfusion de pH extracelular
6.1 (barra). Dicho cambio generd
inicialmente la descarga de potenciales
de accion y wuna despolarizacion
sostenida durante la perfusion con pH
acido. En el trazo del centro se muestra
en la misma neurona la coaplicacion de
pH 6.1 y amilorida (100 pM), el pico
inicial de la despolarizacion que d origen
a los potenciales de accion se inhibe, y el
trazo de la derecha es el lavado del
farmaco. La linea punteada representa el
cero de voltaje. El inserto muestra una
ampliacion del trazo control.



Para observar la distribucion y expresion de las distintas subunidades ASIC que conforman el
canal i6nico activado por protones en las neuronas aferentes vestibulares, utilizamos técnicas
inmuhistoquimicas. Se utilizaron anticuerpos especificos contra las subunidades ASICla, 1b,
2a, 2b, 3 y 4, los controles positivos se llevaron a cabo en neuronas del ganglio de la raiz dorsal
(GDR) y en rebanadas de cerebelo (Fig. 15).

En secciones congeladas de oido interno de rata (de 14-20 um de espesor) se encontrd que ni
las células ciliadas tipo I y II, ni las células de sostén del epitelio sensorial fueron
inmunorreactivas para ninguna subunidad de los ASICs, lo que concuerda con la evidencia
electrofisiologica que muestra que las células ciliadas no responden a los cambios de pH (Fig.
16A1-F1 y 16A2-F2). La inmunoreactividad especifica provino de las neuronas del ganglio
vestibular, en donde observamos que se encontraron las subunidades ASICla, 2a, 2b, 3 y 4
(16A y 16C-F). Adicionalmente se detecté que los anticuerpos contra ASICla y 2a tifien
procesos que corren a través de los epitelios sensoriales de la cresta de los canales
semicirculares y del utriculo (Fig. 16 Al, C1 y A2, C2). Los cuerpos de las neuronas
inmunorreactivas fueron medidos y su capacitancia fue estimada. Estas neuronas tuvieron un
diametro somatico de 17 £ 0.3 pm con somas que van de 10 a 25 pum de diametro (n = 166). Los
somas tienen una distribucion de didmetros de tipo normal (no mostrado), y basado en esta
medicion, la media de la capacitancia de los cuerpos neuronales fue estimada en un 9 + 3 pF
(Fig. 17). Esta capacitancia es menor a la determinada electrofisiologicamente para las neuronas
que presentaron corrientes ionicas activadas por protones (18.8 £ 0.7 pF). La discrepancia entre
estos datos puede deberse al método que se utilizé para convertir area en capacitancia. Ya que
como se ha descrito, la medicion morfologica usando exclusivamente el didmetro como
estimador tiende a subestimar la capacitancia ya que no considera en absoluto procesos
celulares y tortuosidades de la membrana que en la fijacion de voltaje si contribuyen a la

capacitancia (Garcia-Pérez y cols., 2004).



Figura 15. Inmunorreactividad de ASIC en los ganglios de la raiz dorsal y cerebelo. A-F:
Inmunorreactividad de ASIC en los ganglios de la raiz dorsal. La subunidad que reconoce cada
anticuerpo especifico estd marcada en cada micrografia. G: Inmunorreactividad de ASIC2a en corteza
cerebelar. H: Control negativo de ASIC2a en ganglio vestibular, el anticuerpo primario fue
preabsorbido con su correspondiente péptido inmunogénico en una relacion de 1 pg de anticuerpo por
1 pg de péptido. En I control negativo de ASIC2a en ganglio vestibular, el anticuerpo primario fue
omitido de la tincion. Las barras de calibracion equivalen a: 4-F, 90 um, G, 70 um y H-I, 100 pm.



Figura 16. Inmunorreactividad de los diferentes ASIC en la periferia vestibular. 4-F ganglio vestibular.
AI-F1 cresta de los canales semicirculares. A2-F2 macula utricular. El anticuerpo que fue utilizado contra
cada subunidad est indicado en la micrografia de la izquierda (se utiliz6 el mismo para las micrografias
marcadas con la misma letra). ASIC1b fue la tGnica subunidad que no fue inmunorreactiva en la periferia
vestibular. En fibras nerviosas que corren a través del estroma so6lo fueron detectadas las subunidades
ASICla y ASIC2a (flechas en Al, A2, C1, C2). SE = epitelio sensorial, ST = estroma, LU = lumen. Las
barras de calibracion equivalen a: 4-F' = 60 um, A/-F1 =30 um, 42-F2 = 40 pm.



Figura 17. Distribucion de capacitancias de
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DISCUSION

En este trabajo de tesis se demuestra la presencia de una corriente ionica activada por protones
extracelulares en neuronas aferentes vestibulares de la rata, que de acuerdo a la caracterizacion
realizada es producida por la activacion de canales tipo ASIC. Lo anterior se basa en la
evidencia que se colectdé a través del uso de técnicas de registro -electrofisiologico,

farmacologicas e inmuhistoquimicas del oido interno.

Caracteristicas biofisicas

La activacion rapida y desensibilizacion de la corriente evocada por pH 6.1 es la primera
evidencia de que esta corriente idnica podria ser acarreada por canales tipo ASIC. La dindmica
del proceso de activacion que reportamos aqui, de alrededor de 10 ms tiene un valor cercano a
lo reportado con anterioridad utilizando un sistema piezoeléctrico (con un retraso < 2 ms) para
el intercambio de las soluciones (Bassler y cols., 2001). Sin embargo, la desensibilizacion
rapida y casi completa de la corriente es el indicador mas claro para sugerir la participacion de
canales i6nicos tipo ASIC (Reeh y Kress, 2001). Por ejemplo, la cinética de la otra corriente
activada por protones en las células de mamiferos, la de los TRPV1 es distinta; su activacion
dista mucho de producirse en el orden de centenas de milisegundos como ocurre con los ASIC,
y su desensibilizacion es muy lenta e incompleta al paso de segundos (Tominaga y cols., 1998).
Se debe hacer hincapié en que la desensibilizacion de la corriente ASIC de las neuronas
aferentes vestibulares es rapida comparada con la que presentan los homdmeros de la familia de
los ASICs (Benson y cols., 2002; Hesselager y cols., 2004), sin embargo, cinéticas de
desensibilizacion similares se presentan en canales heteromultiméricos. Por ejemplo, en el caso
de las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (GRD) del raton, se ha observado que las
respuestas rapidas ante cambios en el pH extracelular se deben a la combinacion de las

subunidades ASICla, 2a y 3, los cuales tienen una constante de tiempo de desensibilizacion de



0.15 seg, que es similar a la que encontramos en las neuronas aferentes vestibulares (Benson y
cols., 2002).

Otro factor que hace pensar que esta corriente idnica activada por protones es debida a la
apertura de canales ASICs es que es acarreada de manera primordial por el i6n sodio. Se ha
reportado que el poro de conduccion de los ASICs es altamente selectivo al sodio (cuando
menos para la mayoria de las subunidades), a diferencia de las corrientes i6nicas de los TRPV1,
las cuales se ha llegado al consenso de que son cationicas inespecificas y que las corrientes de
estos canales se deben en gran parte al flujo de calcio (Waldmann y Lazdunski, 1998; Szallasi y
Blumberg, 1999). Por lo anterior, la manipulacion del calcio extracelular se ha convertido en
una herramienta util en la diferenciacion de los canales ASIC de otras corrientes idnicas
activadas por protones. Desde su clonaciéon se encontrd que concentraciones altas de calcio
extracelular bloqueaban la corriente idnica (Waldmann y cols., 1997a). Posteriormente se
propuso un modelo de apertura de los ASIC en donde se desbloquea el poro abierto. Esta
propuesta da cuenta de manera simple de las propiedades biofisicas de los ASICs y sugiere que
estos canales se encuentran bloqueados por el calcio de manera constitutiva a pH fisioldgico
(Immke y McCleskey, 2003). En nuestras condiciones, encontramos que el incremento en el
calcio extracelular desplaza a la derecha la curva de sensibilidad a los protones de la corriente
i6nica (so6lo cambia el pHys, manteniéndose sin cambio los demds parametros del ajuste; ver
Figura 7B), lo cual coincide con trabajos previos que estudian el proceso de activacion (gating)
del canal, donde se encontr6 que el aumento del calcio extracelular decrementa la sensibilidad a
los protones de los ASIC (Immke y McCleskey, 2003). Hallazgos posteriores en cuanto al papel
que juega el calcio sobre el gating del canal muestran que atn en ausencia de calcio extracelular
ASICla sigue siendo activado por protones (Paukert y cols.,, 2004). Sin embargo, estos
resultados no afectan la idea de que el calcio es un bloqueador de poro abierto, se sigue
pensando que el calcio participa en la estabilizacion del estado cerrado bloqueando directamente
el poro del canal ya que se demostré que el aumento de la concentracion extracelular de calcio
reduce la conductancia unitaria de ASIC1a, resultado que sugiere que el calcio obstruye la via
por donde pasan los iones (Paukert y cols., 2004).

Tomando en cuenta las caracteristicas biofisicas de la corriente activada a pH 6.1, podemos
sugerir con razonable certidumbre que la corriente ionica entrante que hemos registrado es
debida a la expresion de heteromultimeros de ASIC. Dado que es necesaria la interaccion entre
ASICla, 2a y 3 para tener desensibilizacion rapida como la que obtuvimos y que el pHys que
encontramos en las aferentes vestibulares se asemeja bastante al de ASICla 6 1b, sugerimos que
los canales ASIC en el vestibulo estan conformados por subunidades ASIC1 (ya sea a o b),

ASIC2 y ASIC3 (Benson y cols., 2002; Hesselager y cols., 2004).

Caracteristicas farmacologicas



Encontramos que la corriente activada por protones de las aferentes vestibulares fue sensible a
los distintos agentes farmacoldgicos que bloquean a los ASICs (Waldmann y cols., 1997;
Bassilana y cols., 2000; Voilley y cols., 2001; Wang y cols., 2006), lo que corrobora que dicha
corriente es debida a la apertura de canales tipo ASIC. De hecho, la curva dosis-respuesta a la
amilorida muestra una sensibilidad marcada al diurético, aunque con amilorida no se obtuvo un
bloqueo del 100% de la corriente con una dosis maxima de 100 uM, el bloqueo del 80% con esa
dosis fue similar al obtenido en otros trabajos (Waldmann y cols., 1997a'y 1997b). Para obtener
un efecto inhibidor significativo de la corriente ASIC algunos autores utilizan dosis de hasta 1
mM (Waldmann y cols., 1997a) y para ciertas subunidades y combinaciones de ellas, por
ejemplo mondémeros de ASIC3, esta tiltima concentracion resulta en un bloqueo de alrededor
del 80% (Waldmann y cols., 1997b). Las corrientes ASIC que desensibilizan menos resultan ser
mas resistentes al efecto de la amilorida. Sin embargo, en nuestros experimentos, el efecto
robusto de la amilorida sobre el pico de la corriente activada por protones en las neuronas
aferentes vestibulares indica que se trata de una corriente ASIC. En cambio, existen reportes en
que la amilorida a dosis 200 uM no muestra ningiin efecto sobre la corriente que pasa por
canales TRPV1 (Ugawa y cols., 2002).

Evidencia adicional acerca de que la corriente activada por protones registrada en nuestras
condiciones no fue debida a la apertura de canales TRPV1 fue el hecho de que al aplicar
capsaicina a altas dosis (hasta 10 uM) no se observd ningun efecto sobre la corriente de
mantenimiento (ver Figura 10). Se debe agregar que existe en la literatura un trabajo que
describe que el Gd’* en concentracién 100 uM (misma concentracion que la utilizada en esta
tesis como bloqueador de los ASICs), es un activador de los canales TRPV1, lo que argumenta
en favor de la ausencia de dichos canales y de que la corriente activada por pH 6.1 es una
corriente tipo ASIC (Tousova y cols., 2005).

Por otro lado el zinc, que a altas concentraciones coactiva a ASIC2a (Baron y cols., 2001,
Chu y cols., 2004), tuvo un efecto modesto pero significativo sobre la corriente evocada a pH
6.1, esto sugiere una participacion de la subunidad ASIC2a en la formacion del canal. Otro
coactivador de los ASICs, el neuropéptido FMRF-amida modificé significativamente la cinética
de la desensibilizacion de la corriente activada a pH 6.1; este resultado constituye una de las
pruebas mas convincentes de que la corriente se debe a la presencia de canales idnicos tipo
ASIC (Askwith y cols., 2000; Deval y cols., 2003).

Otro efecto de bloqueo por zinc se ha reportado especificamente sobre canales ASICla, con
efectos del cation en el orden nanomolar afectando un sitio de alta afinidad (Chu y cols., 2004).
Afadiendo 10 mM de TPEN (un quelante de zinc) en la solucién de perfusion evidenci6 una
fraccion de corriente activada por protones que presumimos era bloqueada por este metal. La

fuente del zinc en nuestras soluciones, que inhibiria la corriente de forma tonica, podrian ser las



mismas sales (la mayoria de ellas cloruros) que presentan trazas de zinc y que alcanzan una
concentracion entre 20 a 50 nM de este metal (por ejemplo el reactivo ultrapuro de NaCl de la
marca Sigma [S7653] contiene 0.0005 % de zinc) (Paoletti y cols., 1997). Este resultado
apoyaria la idea de que ASICla esta formando parte del canal las neuronas aferentes
vestibulares.

El AAS (4cido acetilsalicilico) es un conocido bloqueador de la ciclo oxigenasa II (COX II),
pero en afios recientes ha sido descrito también como un bloqueador de baja afinidad de los
ASICs. El AAS mostr6 un efecto inhibitorio moderado de la corriente activada por protones de
las neuronas afrentes vestibulares a una concentracion de 100 uM, sin embargo, las
concentraciones de AAS que se alcanzan en plasma a dosis terapéuticas (en el rango de 1-3 mM
cuando se administra la dosis maxima) son lo suficientemente altas como para bloquear de
manera casi completa a ciertas subunidades de los ASICs (Voilley y cols., 2001). Este podria
ser un mecanismo adicional que explique la analgesia producida por el AAS y los inhibidores de
la COX-II cuando se aplican de manera topica, ya que hasta el momento no se sabe con
certidumbre la manera en que medicamentos como el naproxeno o diclofenaco ejercen su efecto
analgésico cuando se aplican por esta via. Es de destacar que al ser aplicados topicamente los
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) alcanzan concentraciones de hasta 2 mM, que esta por
encima de la ICsy en la cual bloquean a los ASIC (Voilley y cols., 2001). En los casos de
intoxicacién por AINES cuyos sintomas caracteristicos involucran de manera muy directa al
oido interno (tinitus y vértigo) (Cazals, 2000), estos podrian ser, al menos en parte, originados
por el bloqueo de los ASICs que parecen participar activamente en la transmision sinaptica de
las aferentes vestibulares y en la generacion de potenciales de accion en las neuronas aferentes
que los presentan (ver seccion referente al Papel fisiologico).

La intoxicacion por plomo produce algunos sintomas que pueden tener su origen en una
disfuncion vestibular (Garza y cols., 2006). Las concentraciones plasmaticas que se consideran
severamente toxicas son de alrededor de 1 uM, dicha concentracion tiene un efecto muy
modesto sobre la corriente ASICla expresada en sistemas heterdlogos, sin embargo la
concentracion plasmatica puede no reflejar la acumulacion de este metal en los tejidos, en donde
se ha visto que el tejido nervioso es especialmente susceptible de concentrar altas cantidades del
metal (Garza y cols., 2006). En este trabajo se evalud una concentracion de 10 uM, y aunque el
efecto de bloqueo que tuvo sobre los ASIC de las neuronas aferentes vestibulares es
relativamente pequefio, se puede especular que pudiera producir algunos de los sintomas tdxicos
de este metal, especialmente los de mareo y el vértigo, ademas de otros efectos neurotdxicos ya
conocidos que a nivel celular incluyen bloqueo de canales de calcio, ocupacion de sitios activos
para cationes divalentes, etc.

En conjunto, con base en el andlisis de la sensibilidad farmacologica de la corriente,

podemos concluir que la corriente idnica entrante activada por protones en las neuronas



aferentes vestibulares es producida principalmente por la activacion de canales tipo ASIC, y que
en la formacion de dichos canales podria participar la subunidad ASIC2. Desde el punto de vista
farmacologico no es posible obtener informacion adicional acerca de las subunidades que

forman el canal expresado en las neuronas aferentes vestibulares.

Inmuhistoquimica del oido interno

De trabajos previos, se sabia de la presencia de ASICs en el oido interno, en especifico de las
subunidades ASIC4 clonada de la coclea y vestibulo de la rata (Grunder y cols., 2000), la
ASIC2 de la coclea y vestibulo de raton detectada por inmunohistoquimicas (Peng y cols.,
2004) y ASIC3 de la coclea del raton detectada por RT-PCR e inmuhistoquimica (Hildebrand y
cols., 2004). También se habia clonado la subunidad ASIC1b de una biblioteca de cDNA
especifica del sistema vestibular de la rata (Bassler y cols., 2001). En el presente trabajo
mediante la inmuhistoquimica encontramos una expresion prominente de ASICla que coincide
bien con el pHys y el ntimero de Hill que obtuvimos en las curvas dosis-respuesta (Waldmann y
cols., 1997; Benson y cols., 2002; Heselager y cols., 2004). El incremento en la corriente ASIC
que se obtuvo con la coaplicacion de zinc es consistente con la inmunorreactividad especifica
para la subunidad ASIC2a (Baron y cols., 2001; Chu y cols., 2004). Mientras que, la cinética
rapida de la corriente coincide con la expresion de ASIC3 (Benson y cols., 2002).

A diferencia de lo reportado por Balaban y colaboradores (2003) quienes observan
inmunorreactividad en las neuronas aferentes vestibulares (presumiblemente en membranas
internas) y pudieron amplificar por RT-PCR el mensajero del TRPV1 proveniente del ganglio
vestibular completo, en nuestras condiciones, no pudimos registrar corrientes atribuibles a la
activacion del TRPV1, por lo que concluimos que dicho receptor no se expresé funcionalmente
en la membrana de las neuronas aferentes vestibulares.

Por otra parte, la ausencia de corrientes idnicas producidas por protones en las células
ciliadas aisladas, coincide con el hecho de que en la inmunohistoquimica no se detecté ningun
tipo de marcaje en dichas células. Esto coincide también con reportes previos en la literatura en
que los autores no encuentran marca para ASICs o TRPV1 en las células ciliadas (Balaban y

cols., 2003; Peng y cols., 2004).

Papel fisiologico

Las neuronas aferentes vestibulares de la rata que presentaron la corriente ASIC dispararon
potenciales de accion cuando el pH extracelular fue acidificado rapidamente, este fenomeno ya
ha sido observado en otras preparaciones como lo son las neuronas de la corteza cerebral, las
piramidales CA1 del hipocampo y las de los ganglios de la raiz dorsal (Varming, 1999; Baron y
cols., 2002; Deval y cols., 2003; Vukicevic y Kellenberger, 2004). En la mayoria de estos

reportes esta actividad ha sido interpretada como una respuesta ante un estimulo nocivo para la



neurona; sin embargo se ha propuesto un cambio de enfoque, en el que la activacion de los
ASICs podria tener un papel en la transmision sindptica (Bianchi y Drischoll, 2002; Wemmie y
cols., 2002). Se ha discutido que los ASICs, por sus caracteristicas, puedan ser considerados
como un receptor postsinaptico excitatorio, de manera similar a los receptores a acetilcolina o
glutamato. Los ASIC muestran la mayoria de las caracteristicas de los receptores postsinapticos
excitatorios: se activan en el rango micromolar bajo, muestran cinética de desensibilizacion
evidente y su corriente cationica (acarreada principalmente por sodio) despolariza a la neurona
que presenta estos receptores. Por otro lado, la interaccion protones-ASICs tiene una cinética de
interaccion ligando receptor que resulta ser la mas simple que se ha encontrado en la naturaleza
(Krishtal, 2003). Se especula que en cierto contexto los protones en interacciéon con los ASIC
pueden participar en la neurotransmision en condiciones fisioldgicas, interactuando con algunos
otros receptores (como el NMDA) complementando la transmision sinaptica (Bianchi y
Drischoll, 2002). En el trabajo de Beg y cols. (2008), se describe que para que una acidificacion
intensa del espacio sinaptico, active de manera efectiva receptores ionotropicos activados por
protones es necesaria la presencia de un intercambiador Na'/H'. En sinapsis del sistema
nervioso esto parece una condicidn necesaria ya que ante la entrada de calcio en la terminal
presinaptica solo se liberan una o dos vesiculas sindpticas. Sin embargo, en las sinapsis en
forma de liston existe una gran cantidad de vesiculas listas para ser liberadas, por lo que el
intercambiador puede no ser necesario para una acidificacion significativa del espacio sinaptico
que pudiera activar receptores postsindpticos (Sterling y Matthews, 2005). Pese a lo anterior, en
la membrana basolateral de la célula ciliada de rana ha sido descrita la isoforma NHE1 del
intercambiador Na'/H", que probablemente estuviera teniendo algiin tipo de participacion en la
acidificacion del espacio sinaptico, independiente del papel en la homeostasis del espacio
intracelular que se le ha atribuido (Hill y cols., 2006).

En el caso de las neuronas aferentes vestibulares podemos sugerir que uno de los efectos
fisiolégicos de la activacion de los ASICs seria el ajustar la dinamica de disparo de estas
neuronas, posiblemente despolarizando directamente la neurona aferente ante la acumulacion de
protones en el espacio sinaptico, ya sean provenientes de la vesiculas de glutamato o expulsados
de las células ciliadas a través de una ATPasa de Na'/H'. Cabe aclarar que estas dos tltimas
posibilidades de liberacion de H' al espacio sindptico atin no han podido ser demostradas en
sinapsis de mamiferos. Sin embargo, los cambios de pH en condiciones experimentales
generaron -por si solos- potenciales de accion, lo que deja abierta la posibilidad de que bajo las
condiciones adecuadas (un cambio de pH en el medio extracelular o la liberacion de péptidos
relacionados con la FMRF-amida sobre la neurona aferente vestibular que inhiban Ia
desensibilizacion de los ASIC) se pueda generar una corriente i6nica mediada por ASICs

suficiente para despolarizar a las neuronas aferentes.



Por otro lado, el patron de expresion de los ASICs se restringid a las neuronas de menor
capacitancia; esto ultimo puede tener importantes implicaciones funcionales, ya que dicho tipo
de neuronas son las que inervan a las células ciliadas tipo Il y presentan un patrén de descarga
regular de potenciales de accion, diferentes desde el punto de vista morfologico y de su descarga
a las neuronas que inervan las células ciliadas tipo I (Leonard y Kevetter, 2002; Goldberg;
2000). La presencia de los ASIC en estas neuronas de menor tamafio puede incrementar su
entrada sindptica y a su vez el patron de su descarga. La misma distribucion asimétrica de
canales 16nicos en las neuronas aferentes vestibulares de distinto tamafio ha sido identificada
para canales como los de potasio activados por calcio (Ixc,) y los canales de calcio activados por
voltaje de bajo umbral (Limén y cols., 2005). En el caso de la Ixc, se encontré que la densidad
de su corriente es 4 veces mas grande en las células pequefias que en las de mayor diametro.
Esta corriente influye sobre la posthiperpolarizacion de manera significativa en las neuronas de
menor tamafo, lo que sin duda tiene un impacto profundo en la regularidad de estas neuronas
(Limén y cols., 2005). En el caso de los ASIC, no tenemos la misma certidumbre sobre la
influencia que puedan tener sobre la descarga de las neuronas que las expresan, sin embargo,
debido a su expresion restringida y a que conducen una corriente despolarizante es que
proponemos que actian directamente en la determinacion de la magnitud de la entrada sinaptica
junto con los receptores a aminoacidos excitadores que se reconocen como el neurotransmisor
de esta sinapsis (Soto y cols., 1988).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis sefialan el tipo de experimentos que
deben disefiarse en el futuro, que tengan especificamente el objetivo de hacer una evaluacion
amplia del papel de los ASICs en la descarga de las neuronas aferentes vestibulares. El disefio
experimental debe de conducirse de manera cuidadosa, debido a la carencia de herramientas
farmacologicas especificas accesibles en el mercado para el bloqueo de los ASICs (Krishtal,
2003). Cabe destacar que resultados preliminares de nuestro laboratorio nos han permitido
demostrar en una preparacion del vestibulo aislado tanto del axolotl como de la rata que la
FMRFamida produce un efecto significativo sobre el patron de descarga de las neuronas
aferentes vestibulares, hecho que indica que los ASIC se pueden encontrar tonicamente activos
y que probablemente participan en la generacion de la descarga basal de dichas neuronas

aferentes (Mercado y cols., 2006).



CONCLUSION

Las neuronas aferentes vestibulares presentan una conductancia idnica activada por protones
extracelulares, dicha corriente es acarreada a través de canales idnicos de la familia de los
ASICs, conformados aparentemente por las subunidades ASICla, 2 y 3. La expresion de esta
corriente estd restringida a las neuronas de menor capacitancia, lo que sugiere que se encuentran
expresados en las neuronas de didmetro somatico pequefio, con axones delgados y con
terminales en forma de boton. Su papel funcional puede estar relacionado con el ajuste de la
excitabilidad y del patrén de descarga de las neuronas vestibulares, aunque debe considerarse la
posibilidad de que jueguen también un papel de orden metabdlico. Los ASICs pudieran tener
también una participacion relevante en algunos procesos patologicos que se acompaiian de
desequilibrio acido basico y que afectan a los 6rganos vestibulares, como ha sido demostrado en
la enfermedad de Méniére (Celestino y cols., 1976) y en la intoxicacion por AAS que se

caracteriza entre otros sintomas por tinitus y vértigo (Cazals, 2000).
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Mercadn, Francisen, Ivan A. Lipez, Dora Acuma, Rosario YVega,
and F,nrh]ll Sidu, Jc.l:ill-un\irlg ke channels in the b vestibular
endorgans and ganglia. § Nenrophnaiol 96 1615-1624, 2006, Fira
published Jupe 21, 2006; doa: 10,0 152500378, 2006, Acid-sensing
wonie channels { ASICs) are members of the epithelial Na® channel!
degenerin (ENaC/DEG) superfumaly. ASICs are widely distribuited in
the central and periphernl pervous systen. They have been implicated
in svmaptic tramsmission. pain penceplion, and the mechanorecepiion
in peripheral tissues, Our objective was 1o charcterize profon-gabed
cuirrenis rreedpaled h:.'.nl.Ell:'s:mt.I 16 determiine ther tmmianolocation m
the @il vestibalar periphery. Vl:ir.:yl.- :I:q'n]'l o culiwred alferenl peds
rons fromy T 1o PIO s showed a probon-gated cumrent with rapid
activation and complete desensitization. which was camried almost
exchisively by sodium jons. The cumment response s protons (H” ) s
m pHy s of 6.2 This current was reversibly decreased by amiloride,
gadoliniunm lead. acetylsalicylic acid, and enhanced by FMRFamide
mnd FEn, omd rseg.:'li\'d!.- modulabed by meising the extrmcellular cal-
cim concentration. Functional expression of the cumenl was corre-
lated with smaller-capscitnnoe newrons. Acidiication of the extrace]-
lular pH genersted action potentials in vestibalar neurons, suggesting
o functional rode of ASICs in their excilabality, fmmunoresctivity b
ASIC1a and ASIC2a subunits was found in small vestibular mFIiB.n
newrons and afferent fibers that mn throaghoot the macula uircle amd
crista stroma. ASIC e, ASICY, and ASICH were expressad (o a lesser
degree in vestibilar ganghon nedrons. The ASICIB sublimt was nol
detected in the vestibulor endorgans. No acid-pH=sensitive curments or
ASIC immanoresctivity was found in hair cells. Our resulls indicate
that proioa-gaied current & carried through ASICs and that jonic
current activated by H® contribtes 10 shape the vestibular afferent
newrons’ response bo its synaplic input.

INTRODUCTION

Proton-gated sodiom curments were aniginally descnbed in
nociceplive nearons (Krishtal and Pidoplichko 198015 Acid-
sensing lon channels (ASICs) are ligand-gaied on channels
that are directly activided by a drop in extraeellilar pH ipH,b.
Six dafTerent ASIC subunits encoded by four genes have been
cloped  from pewronal tissue: ASICIa, ASICIh, ASICIa,
ASIC2h, ASICE, and ASICH (Bionchi and Dnscholl 2002,
Waldmann of al. 1597k Wielsh et al. 2002),

The functional role of ASICs in the peripheral nervous
system was linked with nociception. perceplion of sour fste,
mohalation ol synapic  mnsmission, and  mechinosensory
irnsduction (Lin ef al. 2002 Price of al. X000, 2001 The
Tunction of ASICs in central neurons 15 still elusive, although
10 is clear Ut there 1s an elfective imeraction between ASIC In
and the N-methyl-o-aspantste (NMDA) receplor on bippoecam-

el CAL mearons, whene ASIC activily is necessary 1o meinkin
loag-term potentiation (LTP) OWemmiee ¢t al. 2002}, Swdics in
rodent CNS have shown that ASICs are located predominantly
al the postsvoaplic endings (AIvares de To Raosa el al. 2003;
Wormnme et al. 20035, The ASIC La subunit is highly permeable
10 Ca™™" (Biissler et al. 2001; Wabkdmann e al. 1997h; Yermo.
labeva et al. 20045 and 1= abnormal activalion may constiiuie
an importan! compongnt of the pathophysiology of schenic
stroke (Xiong of al. 2004,

It has been proposed that activation of ASICS in central
symapees 15 cadsed by protons thal ane co-liberated with gluta-
mate (Bianchi and Drischoll XNR2: Wemmie o al, 2002),
Cilutamatergic vesiches with pH = 3.7 use the grodicnt gener-
ated by an H'ATPase 10 concentrate the neurolransmiller
{dhesenbick et al, 1995; Ockan and Uleda 1998), Glutamane
release induced by high-frequency siimulsiion of Schaffer’s
collmterals i hippocampal shees produces o decrerse in the
pH,, with a durtion of aboul 10-20 ms (Krshad el al. 19575
Al the synapse between phatareceplors and bipolar ncunmns in
the squirre] reting, acidification of the synaptic clefl coused by
pranred-piilse stimilation inlitbis e L-1ype calciin cumenl of
come phiadoreceplors, produecing a decrease i neurolransmiller
release (DeVries 2000 ). These reports suggest thil ackdificsion
of e symapic clell during neurolnismilter release his a
sagnilicant role m e maodulation of synaplic Irnnsmission.

To date the functional expression of ASICs in U vestibular
endorgans has nol boen evaluaed. The clectrical activity of
vestibular alferents of the larval tiger salamander (Aribrstonir
Hgrinum) has been shown io be sensitive (o changes of pH,,
(Vegnetal. 20033, Data suggest that the pH_, action was caused
i part by the mosdulation of the excitalony amino acid receplors
o 1w vestibular afferent mesrons (e and Patoeay 200 S0
ancd Vega 198K, Sobo el al, 1 Tang et al, 199, Traynelis
ancd Cull-Candy 19900, ASICTb and ASICS have been cloned
and identiied by RT-PCR from the ral vestibular apparsius
(Bilsaler ¢ al, 20000 ; Grtnder et al, 200800 Our stody charse-
terized ASIC proton-gated currents in dsolated ral vestibular
allevent neirons, lmmunchistochenical localion of the six
different ASICs subunits in e vestibular sensory penphery
and gangla wis also determined.

METHODS

Amimal care and procedures wene in acoordance with the Natiomal
Instintes of Health Guide for the Care and Use of Labovarory
Arimaly and the Reglomento de fa Lev General de Solid en Materio

Address for ieprist reqoests and ogher oo : F, Mercsdo, bastituio
e Fisidopls-BUAP, Aporindo Posial 40é, Poebls, Pue, 72000, hevioo
{ E=mail- chimmer & poeblamegared net. mx |

W RO

CHI2- 307 T 8,00 Copyrighi © 2006 The Amencan Pisiological Sociely

The costs of pablication of this anichk: were defyed ia part by the payment
ol page charpes. m!u:lemuuﬂmmumrhy mmarked “ndvert e mem
in accandance with 18 ULS.C. Section 1734 solely 0 indicale this fact.

1.1k




1606

de frvestigacidn para fa Salad of the Seoretaria de Sahud de México,
Dhuging our work efforts were miade to minimize apimal suffering and
10 reduce the mimber of animals used (as outlined in the Cide fo the
Care ard Use of Luboratery Animals, issued by the Mational Acnd-
amy of Sciences USA)

Isolation of hair cells from the crista anpullaris

Wistar rmts. from postatal days 14 to 17 were used for ihe
electrophysiological experiments. The cristae ampullaris from the
anterior amd lateral semicimular canals were dissected from the
temporal boses and immersed in extracellolar saline solution [ESS (in
mid): MaCl 140, KO 5.4 CaCl, 18, MpCl, 1.2, and HEPES 10, o
pH T4 Hair cells were enzymatically dissociated as previously
described (Almanza et al. 2003). Briefly, the cristae wiere maintained
ina Co** - and Mg®*-froe ESS with added | mg'mL porcin-trypsin
(Sigma-Aldrich, St Louis, MOp for 10 min at 37°C; then tissue wis
kiept in ESS supplemsented wath (0] mgimL collagenase- 1A for 7 niin
at 37°C; and fimolly woshed in the Ca®*- and Mg *-free ESS
comaining | mpmL of serum bovine albumin for 10 mis. The tissee
was placed m the recording chamber and mechanically dissociated
with fire-polished borosilicate electrodes. Huir cells were allowed 1o
setthe in the recordeng chamber for 10 man to promobé their adhesion
o the bottom of the chamber and then were continuously perfused
with ESE during the course of the experiment.

Isolaticn and culfure of vestibular afferemt mearons { VANS)

Wistar ras frem posinatal days 7 wo 10 {before myelinization takes
place: Tocsca |96} were anesthetized with halothane amd killed by
decapitation. The head was cleaned rigorousy with 704 ethanal. The
inferior maxitlary was removed and the cranium immersed in L-15
medium (Gibeo, Gramd Island. MYy The upper part of the skull and
thie brain were nemoved and under the stereoscopic micrseope (Ni-
kon, Tokyo. Japan) the otic capsile and the vestibular ganglia were
identified. The vestibular gonplin were dissected and reated with a
combination of 1.25 mg/mL porcine rypsin and 1.25 mgfmlL colia-
genase-1A dissobved in L-1 5 culture mediom for 30min a1 37°C. The
ganglin were then rinsed with frech culture medivm, triturated with a
firespelished Pasteur pipette, and centrifuged ab 4000 rpm for 5 min.
The supernaman wis discarded and this procedure was repeated three
times, The isolsted ganglin pearons were plated in 35-mm Nunclon
petri dishes (Nunc, Roskilde, Denmark), pretrented with 100 pg/mL
poly-o-lysine (Sigma-Aldrich), with 2 mL of modified L-15 medium
{suppleniented wath 106: BES, 500 IU peaicillin 25 plimL fingi-
wome, 5.7 mM NaHCO,. 15.8 mM HEPES. wnd the pH adjusted (o
7.7 with NaOH. A pH of 7.7 was used i allow it io reach pH 7.4 after
30 min in 8 CO, incubstor), Neusons from four vestibular ganglia
were plated in exch petn dish and were mpntained in a 95% pir-5%
OO~ humidified incubator o AT'C for 18-24 b until recording,
dunng which time the calure dish was motnted on the slage of an
inverted phase-contrist microscope (TME, Nikon).

Electropinvsiofogical recording

Membrane ionke currents and voliage changes i the cell membrane
were siudied wsing whole cell vollage-clamp and current-clamp tech-
fiagees ol roown tempemtine ( 13-25°C) For cell recordings, the cultiare
medivm was replaced by ESS. lonic currems from hair cells and
VANs were recorded wsing an Axopaich 200B amplifier {Axon
Instrumsents, Union City, CA). Command-pulse generstion and data
sampling were controlled by the pClamp 9.2 softwane (Axon [nstra-
ments) using a [3-bit data acquisition system (Drigidata 1204,
Mmkﬂmmnm. Data were samped at 5 kHz and low-pass fillered
al 2 kHz

Passive properies of the cells (cell copacitmee €, ; membrane
resitance K- acodss resistance K2 ime constanl 7} Were meastinsd
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on-lime with the pClamg program ab =70 m¥, Serics resistance wos
electronically compenasted for by 30%. All the recondings were dope
ol a hokling podential of =60 mY, For tvpe | hair cells hodding
potential was set ai =90 mV 10 avoid the activation of bow-threshold
K* conducinnce (g, : sccorcing 10 Chen and Estock M0N0 For
current-clamp experiments, cell membrane potential was held ot abou
~6i mV. The dgital dsta were stored i a compatible PC conputer
for aff-line analysis,

Patch pipettes were pulled from bososilicate-glass capillaries
(TWI120k3: WP, Samsota, FL) using n Flaming-Brown electrode
puller (ROVPC. Sutter Instruments, San Rafoel, CA). The pipette
sobution contnired (in mMy: KC1 125, NaCl 10, CaCl, 0.134, HEPES
5. BGTA 10, ATPMg 2. ond GTPNo 1. @ pH 7.2, Once in the
bath solution, the filled electrodes had a resistance between 1.5 and
3.5 MiL

In the time course of an experiment, seal and series resistanoe were
continuously recorded 1o guasantee stable recoeding conditions, The
recording was ol incleded in the analysis if the access resistance
changed = 10%.

Analvsis af proton-gated currents aid drag senvitiviry

To study the carrent activated by H*, ES8s with differen pH
values were used, In acidic ESS (pH <6.5) 10 mM 2-|N-morpholino]
éthanesalfonic acid (MES) was used as bulTer instead of HEPES. All
the drugs used were dissolved in ESS at the pH being tested. The cells
were constanily perfused with ESS by using a sysiem coasisiing of
thiree square perfusion wbes coupled 10 a step mador (SF-TTB: Warner
Instruments, Hamden, CT) or with a theta wbe coupled 1o a picso-
electric device (LS5-3200; Burleigh, Ontarve, Canada) for a rapid
extracelbulor solwtion exchange and drug application. The perfusion
sysiem was contmlled by pClamp software and had o gravity-driven
flow rate of about | mlss. With these conditions e surrounding cell’s
extracelhilar solition was changed in < 1160 ms with the step motor
sysiem and <15 ms with the piesoclecinic sysiem. The piezoclecinc
fast-perfusion changer wis wsed in those experiments designed 1o
analyze the rising time constant of proton-gated corrents. This equip-
meal allows 4 solution exchange sufficiently rapid o aftain a full
selivation of ASICs (Bbssler ¢ al. 20010,

The period between applications of acidic ESS was 50 s 1o avoid
desensitization of ASIC cuments {see nesuitsh. To construct the
dose—response carves, diiplicate applications { ESS at pH $) before and
after the pH o be tested wene averaged and currents produced by the
different pH values were normalized against cument magnitusdes at pH
5. For ihe sudy of drug actions, duplicale application sl pH 6.1 before
anel during drug perfusion was compared. The washout of drog effects
wis followed. The drugs used were amiloride. acetylsalievlic acid
{ASAG and FMRFamade { from Sigma-Aldnch). The effects of acidic
ESS with sdded ZnCl, PHC.H,0,),. GdCl,. and high CaCl, were
mlso investigabed. Measurements of the carrent amplitade were made
us ihe maximuom value of ihe current (peak) bess ihe holding cument.
Drata were measured at the peak and at the sustained cament compo-
nent (4 5 alter pﬂk. cument).

lonic curment recordings were analyeed with Clampdit 9.2 sofiwre
{Axon Instrumeats) and Micrococal Ovigin 6.0/ Micrococal Software,
MNorthampion. MA). Figures and statistical analysis were made using
Signu-Plor 8.0 (Systat Software, Richmond, CA). Statistical signifi-
capce was evaldnfed wilh e p:in:d o urllui.nod Stisdent’s ksl in
commespondence with each case. P =< (005 wos considened statistically
significant, All the data are presented as means £ SE.

T evaluate the proton sensitivity of the cells and the sensitivity of
the proton-gated current 1o amaloride, the mean of the peak current
amplinede was fited with a dese—response curve with the equation:
o= Ak (A = AN 4 02T, where A, and A, are the
bottom and 1op asymplode. kog x, is the hall-activation or inhibition
between Ay and As (ECey or 10,k and pris Hill's slope. The time
constant of activalion and desensititation of the prolon-gated cirment

& Newrophstel « VoL % - SEFTEMBER O - W L0



ASICE IN THE RAT VESTIBULAR ENDORGANS AND GANGLIA

was approsanialed by adjisting a sengle. standard exponential lunction
i = Ae™" + ) 1o the rise or decay of the cumrent. For display, the
recordings were digitally filered ar 0.5 kHz.

Tnvmunervistochemiziry

Male rats (Wistar and Sprague=Dawley, im = 12 cach) were ancs-
thetized and perfused with 4% paraformaldehyde, The wemporal bones
were removed from the skull, inimersed in the same tixative for 6 h,
and decaleified by immersion in a 5% EDTA phosphate-buffered
solutien for 37 days, The avditory bullse were funther microdissecied
and pmmersed in 3EE siscrose for 7 lhpu. Tl imner éar wis Fmpcr]'_l.-
orented to oblain cross sections of the semicirculsr orsta, ulncle,
sacule. and vestibular ganglia. Serial sections (12 microas thick) wene
made by wsing a cryostal (Microm HM 500, Zedss, Oberkochen,
Germanyh. Sections were mouned on ghss slides {Superfrost-plus,
Fizher Sciemific) and stored ot —R0C until ther use, Tisioe wetions
were inwibaled al moom temiperatiare for M min with a blocking
solitien comaining 5% orital goal serim. 5% pormal horse senim,
pnd 0.5% bovine serum albumin (fraction V, Sigma) in 0.1% Triton
X100 in phosphate-buifered saline solution (FBS). Next, the solution
was removed and fissue sections were ©x to the primary poly-
clonal antibody against either ASICIa, ASICIB, ASIC2a, ASICIh,
ASICH, or ASICS daluted 1:500 (all from Alpha Diagnostic Interna-
tional, San Amonio, TX)

The source of amigens used o produce ASIC antibodies according
to the manulacierer was ASICIe 20 amine scid peplide sequence
[AAPS) pear the extmcellular Neterminas of rat ASIC la; ASICIb: 18
AAPS near the extracellular MN-teeminus of rat ASIC Ib; ASICZa: 20
AAPS near the extracellular M-terminus of rt ASIC2a; ASICIh: 18
AAPS, pear the extracellular Neterminus of rui ASICIb (MDEG2)
ASICE: 21 AAPS, Corerminal, cytoplasmic of ra ASICY (DRASIC)
and ASICH: 19 AAPS after the first transmembrane domain (extra-
cellulbary human-rat ASICA, To further confinm the immunohisiochem-
ieal resuls, ASIC antibodies from twe mddidonal commerncial sources
iChenucon InlEmational and Alomone Laboralomnes were also tested.
For Atomome Labs: polyelonal antibodies against rabbae anti-ASIC2a
antibaody directed 10 0 region situnted at the M-terminus of the human
ASIC2n protein. ASICZa, immunogen: DLEESPSEGSLOPSSIGC
comesponding 1o resicues 218 of | ASIC2a prodein. ASICH:
directed oguinst o region lcated in the nracellular N-lermins
domain. Epitepe: KFRSGLEEAQASICY comesponding o residucs
2=1b of m ASICH. ASIC4 nntibody directed 1o the intracelular
Megerminis domain of the g ASKCH protein. Epitope: comesponding
o resdises 7-26 of ral ASICH. Inunusogen peplide; CKIK-
FAEEDAKPEEKEAGDE. For Chemicon [u:nl_wlmﬂ antihodies
ngainst guines pig: ASICIb. Epitope: N-terminus, immunogen: syn.
thetic peplide from ral ASIC bets residues 118, ASICL. Eputape:
285304 extrocellular domain of rat ASIC3, immunogen: synihetic
peptide from the extracellular domain of rat ASICY (CITASLDPD-.
DFDPEPSDPLGSP,

Tissue sections were incubated in a humid chamber ag 4°C for 48 h,
After the incubation, the tissue sections were washed three times in
PBS, 10 man each time. At the end of the incubation, tissue sections
were postincubated with secomdary antibodies agninsl mbbil labeled
with Alexa Fluor 488 (1:1,0000 {Molecular Probes, Eugene, OR) for
I W at oo temiperstune in the dark, The tissue sections were wished
with PBS then mounted with Yectshield sofution (Veotor Labs,
Burlinganse, CA)

Negative controds were made by incubuting preabsorbed primary

antibady with the corresponding blocking peptide (Alpha Diagnostic
Internationall or by omitting the ASIC anbibodies during the immu-
nohistochemical procedure. Antibody absorption was made by mixing
the primary antibody with the blocking peptide | pp/l pg The
miixture wis placed s 37°C for | b, after which immunostaining wis
done as described above. Only o Dt background was detectad. The
ral dorsal-root ganglin (DRGH were used as positive comnol for all

1617

sisbairists, with cerebellar cortex dsed as positive control for ASH 24,
Figure 5 summeariees positive and negalive contmls.,

Immmunestiined tssue sections were viewsd and imaged in an
Eclipe ESK microscope (Mikon, Tokyo. Japan) eqompped with
RT5lider spot digital camern (Dwgnostics Instroments,  Sterling
Heighis, MI) and Image Pro Plus soltware (Media Cybernctics, Silver
Spring, MDb All images were prepared using the Adobe Photoshop
rollware progran,

Immumoreactive cells were measured o delermine (sir soma
capacitanee. Surface areas of the soma cells were assumed 10 be
spherical and the major and minor diameters were determined and
nveraged 10 oblmn a radias The mren was cabculated usin; The
equation for o sphere, 4. The ares was converted 1o capacitance
using the specific capacitance value for biological membranes of 1
pFlem?,

RESULTS
Hair cell response 1o pH_ shifis

Eal hair cells solated from the cnsta ampullans mamitaimed
thewr charactenistic soma shape (Mask shaped for tvpe 1 hair
cells and predominanily cylindrically shaped for iype 1) with
their clectrophy sicvlogical propenics similar W those previously
reparted (Almanga el al. 2003; Chen and Eutock 2000, Per-
Dusion of hair cells with solution with pH, from 7.4 10 5.5 ifor
periods = 30 <) did not affect the holding curment in either type
Lin = Thortvpe I (7 = T) vestibular hair cells (dsta not
shown), These resulis are in good agreement with imimundahis-
techemical data indicating o cxpression of ASICS in hair cells
{see hrnieenohistochemical location of ASIC subwinirs),

VANE response fo pff | shift

Vestibular affercnt neurons beld in primary coliure express
a proton-gated current with fast activation kinetics and almost
complete desensitization in a 5.5 pulse of acidic extracelular
solution (Fig. 14). Replacement of extracellular Na® Tor cho-
line decreased the cumreni to 2 2 095 of ihe peak conirol
currem produced by pH 6.1 perfusion (o = 95, This imdicates
that the pH-sensitive current was carried mainly by Na® (Fig,
1Ar. AL pH 6.1 the current has a peak density of =56 = 4
PASPF (1 = 261 Iis dependency on e extracellular protoas
wis estimaied with 3 dose—response curve (Fig. 18) with a
PHo s of 6.2 and & Hill number of 1.5

Thie rise of the extracellular Ca® jon concenteation from 1.8
to A6 md prodoced o significant righteand shitt in ihe dosge—
respionse pH curve, with a pHg o of 606 and Hill number of 1.8
(P = 0.00] af pH 6.5 and 5.5, Swdent’s #-est) (Fig. 1By This
eflect s consistent wilh the model of ASIC galing proposed
previously whene Co®* is displuced Trom the channel pose by
profons (Immke and MoCleskey 20603),

Thwe wtivation process of the current caused by pH 6.1 was
measured by adisting a single-power exponential function o
the rising plusse (D0=S090) with @ time constant (7,0 of 33 =
4.7 ms (n = 17k For the activation measerement we included
orily the cells frecordings) thal were perflosed with the theta-
tube piceoelectric device. The time coarse of the desensitiza-
Lo was adjusted with a single-power cxponendial function and
the time consianmt (7. b oblained at pH 6.0 was 1290 = 4 ms
(m = B&) (Fig, 1A). The percentage of nondesensilizing curment
was 6 = (L5 (n = 86} The recovery of desensitization was
measured with repetitive applications of pH 6.1, Data were
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Ao i Prown-gmed caments in vestibabar afferent newrons (VAR AL feft a epleal mecond of a proton. gated corment in 2 VAN (holding potential = =&

m¥ ) mickdle; ina Na®Jree extmoellular solution {replaced by chobinel; right: after wash with normal extracelbilar solution. Current has st sctivation Kimetics
and ani almost complete desemnitization daring acidic pH 6.1 gse (hars above reconds ). Gray-dotied lise tepresents e single-power exponential it adjisted o
the lnllmgph.!.uﬂ[lr curménl {deseniitization; v, = |54 ma). & pH degpendency of mmpﬂmﬂ Cuerents peconded osing an exirmcellubsr solulbon
with |8 mb C57* (fillled circles) amd with 3.6 mM Ca®* (apen circles) concestration. Curves were adjusted with o dose—pesponse Tunction with |'ﬂ-lm3 walues
ol i 2 and &08, both with shopwr of LE (F = 09K), Exch poing is the meran of =4 celli. O mie of the poovery of the desensinl rstion, with (b e Diting h the
data representing the sum of 2 singhe-power exponentials (e = 7,5, = 09 &, 5, = 4 5, fser represenlative current neconding and the pH stimmulation protoco]
thatl was uaed. [k frequency histogram of the capaciiance relaied 1o the expresaion of prolon-gated cugrents, Meurons wilh 5 mean capaciiance of 189 = 0.7 pi¥
im = [46; black bary) expressed proson-gaied currents, In contrst, (bose neurons with & mean capacitance of 37 = 1.5 pF (n = 4% gray bars) did nol Capocilanoe
cilcutased [ measirements of soma sue of the Ermnoresctive cells i soal-sensimg i channels (ASH =) e atso shown. For these cellls mean estimmed
capacilance was % = 3 pF (n = 166 crosshalched bams), Lings represonts e Gaussian {it @ the data for ihe three histograms. Normality Sest reveaded that the
1 populations. were pormal (' = 008, Kolmogorov-Smimov best). faser: typical resposses 1o pH 6.0 of each group; the capacilance valies ané from the three
mﬁv mgurens where the resordings were obtained,

fimed with @ sum of two single-power exponential Tunctions
with a Tast time constant () of 0.9 ms and a slow time constant
(r) of 45 iFig. 1C) (r = 7), The desensitization process was
partially mhibited when pH 4 was used o produce the proton-
wted current. In this case the current becamse biphasic with &
Tast activating curment followed by a slower one (Fig. 21, The
percentage of e desensitizalion-resistant current {measured
4 safier the peak ) at pH 4 was 42 = 845 (= 3), different from
the 6% at pH 6.1 (P =5 0001, Sindent’s t-1est). Under our
expenmental conditions, prolon-gated carrent was restricied i
cells with a smaller capacitance fomming two well-hilferenti-
ated growps of cells, the Grst with a capacitance of 189 = 0.7
pF in = 146) and o sccomd with 37 = |5 pF (0 = 4%, This
difference was siatistically significant with a P === 0,001
{Siudent's esi: Fig, 1D

To determine e identity of proton-gated currents amd 1o

sty the pessible expression of some other profon-sensitive
currems such as two-pore K° channels ( TPKC: TREK. TASK.
TWIK) or the transicnt receplor potential vainillodad- | channel
(TRPV1). the pharmacology of ASIC currents was stidicd
wsing diflerent Mockers and coactivators,

L5 ses

A2 Proton-gated cumest from 8 VAN at pH 4, Cusrent shoued a
biptasic mesponse W pH 4. One component with faw activalion and partial
desenshtizaibon is followed by :mﬂmrnlmqgu wigh slower aciivaiion the
ingreased in amplitude during the use of the pH 4 solution.
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a3 Effect of the differes known ASIC blocken
and sciivaiogs on proios-gaied currenis (indisced by pH:
& 0)in VAN, A responss of 3 VAN i the perfsion wiih
an extmeellalar sobuiion with pH &0 for 3 5 (e frace,
eontrol), when 100 @M amiloride was woperiased wilh
pH &1 {middle frace), and response during washosil af
amdlonde (rgh frace). & dose—responss curve of the
ilrmretic amiloride on the proson-galed cumment in VAN
Solid lime represesis the fining with a Hill equation
where (e ICy, = 4.5 phl. Each poinl is the mean of 3=8
cells. C=K effect of 100 phd GaCl,, 100 uM aceiyl-
salicylic achd (ASA) and 10 M PO H 0L, F:opre-
application over 25 s of 100 yM FMREFamide increased
the peak and (e sostamed L'll'q'lm:ulurﬂtpniun-pm
curmend in o reversible fashion withoul affecting the hobd-
ing cugrent. G: perfasion of 300 ukl ZoCly increased the
curteénd im o significant form, Dofed lmes in e
recondings s the dern curenl. Cuments were peoduced
by 5 5 of enimmcellulsr perfusion st pH 6. Calibratios
walmes in C apply 10 o] the meondings. B summary of
drug effects of ASIC Mockers amd eshancers on ot
galed curvents in VANs. Bars represent the mean = SE of
he nugnitade of the peak current (bhlack bars) and the
sastaimed component (gray bars) afer the application of
Ihe testend drig. Dhila ore presenied s the percestage
charige va. the control valie. Asleriaks imdscale slalisli-
cally sagnaficant dl.'anp: wilh respect i the comirol value
= DE, paired Student’s &destp

T
kL

The protod-gated current was blocked reversibly by the
divretic amilorsde (a typical and unspecific blocker of the
ENaC/DEG family: Kellenberger and Shild 2002 ), The use of
arniloride reduced the peak current with an 1., of 4.5 phd and
a Hill mumiber of 2 sithout aflfecting the sustined componenl.
AL 0O M, amiloside Mocked 80 = 3% of the peak current
and did not affect the sustained current (Fig. 3. A and 8 0 =
3-8 in each point). Also, the protog-gated curmend was partially
blocked by coapplication of 1M M GdCl,. a well-known
mechanureceplor and heteromenic ASIC blocker (Babinski el

al. 20000, This trivalent cation blocked the peak cumrent 76 =
2% and prisiuced a nonsignificant increase in e sustaned
component of 40 = 25% (P o= (0.7, paired Stodent’s test;
n o= 6 Fig. 30, Other profon-sensitive currents such o
TRPV] and TPEC are aol blocked by Gd*" or amiloride
{Towsovi et al. 20005, Ugawa e al. 2002) at the concentrations
s i our stwdy,

Acerylsalicviic acid (ASA) has been shown 1o be an ASIC
hloacker with goeater affinity for the ASICS subundi (Voilley et
al. 2000 0. The use of 100 g ASA in our preparation sggnil-
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pcantly reduced the peak proton-gated cument 23 = 4% (v = T;
Pom 003, paired Saedent’s r-test), and also significantly de-
creased the sustrined component of the corment 23 = 6% (Fig,
3P = 0017, paired Student’s f-test).

The blocking elfect of lead acetate on ASICTa and ASIC1h
subunits al micromolar concentrations was recently described
{Wang ¢ al. 2006}, To lurher define the participation of s
ASICI subunits in ihe current caused by pH 6.1, 10 oM
PO, Hy000, wis coapplicd with the scidic solution. Lead
scetate produced o significant reversible decrease of 11 £ 4%
of the peak prolon-gabed curent o = 5; P = UM, pared
Stuckent™s resth. Funbermorne, lead seetate inercised e sus-
takped current a aonsignificant 29 = 18% (Fig. 3E) (P = 0.2,
paired Student’s F-4est).

Tor dletermine the nuture of proton-gaied corments expressed
in VANs, we tested the effiect of FMRFamide and Zn™ " (two
cnhancers of the ASIC curncntsy, The snadl nouropepide
FMR Famide and related mammalion peplides (g, neunopep-
tide FF or 5F) have been reported o inhibit ASIC desensin-
Fation acting mainly on ASICT and ASIC3 subunits (Askwith
el al, 2000k Dreval et al, 2003; Limgueglia o al, 2006 Xiec el al,
200K3), The use of WH M FMRFamide Tor 35 5 did oot conse
apy curreni nor affect e holding cureent, alibough FMRF-
amide signmiicantly wwreased the peak profon-gated  current
36 = B (P = (U2 paired Stedent’s est: o= 95 The
st compoment of the current alse signilicant]ly imonesed
from & = 2% wpder conimd conditions fo 3 = (0% (P =
(023, paired Siudent’s r-est) (Fig. 3F).

The divalent ion Zo=" . a specific ASIC2a coactivalor at high
uM concentrations (Baron ¢ al, 2000 Chu et al. 20X, was
wsed o determine whether ihis subunit forms part of ibe ASIC
channels on YANs Ferfusion of VANs with 300 uM ZnCl,
significantly increased the peak curment induced by pH 6.1 with
the cumrent pising 20 = 6% (P = 004, paired Siudent’s f-lest;
iom Uy A greater effect was noticed on e sustained curent
wilh a significant increase of 52 = 3249 (P = 003, paired
Stuckent s f-1estp {Fig. 3G,

Tor test whether TRPY | channe] activation was also contrib-
uting to proton-gated current, 1 M (= 11 and 10 g (n =
51 capsaicin (a specific TRPYT activator; Balaban ot al. 2003;
Tominaga et al. 19955 was also studied under the same comli-
fions s those wsed io chamcterize the pH dose—response
relationship. Capsalcin produced no significant effect on U
hoslding current nor on the curment coused by low pH perfusion
of WAN (data ot shown,

In curreni=clamp conditions the culivred-afferent vesiibular
newrons ypically discharge one or two sction poleatials when
sypumre currenl injection is used (Limdn et al. 2005). Perfusion
ol ASIC-expressing neurons with acidic solutions (pH = 6.1)
catsed the liring of action polentials Tollowed by a slfow
depolarization. Use of 100 uM amiloride (2 = %) witl the
acidic solution prevented the pencration of action poteatials
and reduced the slow depolarization (Fig. 43, In newrons that
did not express ASIC currents, only a minor depolan zation was
measuecd when they were exposed to acidic selutions (dat pot
shown), This depolarization was probably caused by the block-
ing of voltage-gated and leak-K* channels by protons as
previously reponied in DRG ncurons, where leak-K* channels
were especially seasitive o blocking by acidic pH { Baumann ct
al, (MM},
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ARG 4, Action pul.cn!ill!- cased by scidic solulions m VAN im ourren
champ. A: perfasion of an acid solulion (pH = 6.1} caiised the action-paiential
discharge hat s followed by o sdow depolorizston lasting for about 4200 ms
il ndﬂu:,- I coonstasd of 175 s, B mﬁik’um of amiboride prevenied
the sctios-poicatial peseration and reduced the slow depolarizstion. © ne-

movall of smiloride, e nme ampliBication of the nollon polentisls shown in
A Dotied line represents & m'y.

Tenrineleistochiemical focation of ASTC xnbuniis

To détermine the expression and location of the dilferem
ASIC subiinits in vestibilir endorgins, immunohistochemical
experiments were done using  specific antibodies  against
ASIC 1, ASICIh, ASIC2a, ASIC2h, ASICA, and ASIC sub-
units on vestibubir endergans amd ganglio sections. The con-
tredl expression assavs were done in DRG and cerebellar slices
(Fig. 31

Meurons in the vestibular ganglin were immunoreactive o
all ASIC subunits (Fig, 6, A and C-F) excepd 10 ASIC b (Fig,
GB). Mo immusoreactivity 1o any of the ASIC subunits was
Tound at the tvpe [ or tvpe 1T hair cellis or supponting cells cither
from the erista ampullaris or the wincular macula (Fig. o,
AI-F1 and A2-F2). In addition, antibodies against ASICTa amd
ASIC2a subunits inmmumostained perpheral processes mnning
ihroughout the crista ampullarss and the macula wtricle (Fig. 6,
Al €1 and A2, €2},

This smmunorenctive newronal cell-boddy dumeter was mea-
sured and ils soana capacitance was cstimated, Measurement of
stained somas in the ganglia slices showed the mcan diameter
was 16,7 £ 0.3 g with a range from 1010 25 gum (0 = 166),
The immiinoreactive cells for the differcnl ASIC subunits have
e same estimated soma size distribution (pol shown . Based
on this, the pooled immunorcactive cells had an estimated
capacitanee value of @ = 3 pF, lower than thai found cxperi-
mentally (189 = 0.7 pF, 5 = 1460 0 neidrons eXpressing
proton-gated currents (Fig, 1. The origin of this discrepancy
15 prohahly cansed by e estimation method used o convert
arca Lo capacilance,

DISCUSSION
By using an clectrophysiological and immuonohistochemical

approach in VANs, we have identified a proton-gated cumrent
whase brophysical and pharmacological charactenstcs parallel
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those  reported  for ASIC channcls.  Immumorcactiviey (o
ASICTa, ASICZa, ASICZh, ASICH, amd ASICH subunits was
founsd in vestibulur ganglon newrons amd ASIC T and ASIC2a
in the perve fibers, with only the ASIC b subunit not detecied

i 6 Immumoreactivity of ASIC in vestibislar endorgan, A=F: vestibslar
panglia. Crists smmpullaris (Af=F I noculs mriche (AX-F2c ASICLa (4, AL
A2 ASICID B, BY, B2) ASIC 20 00, O, C2 ASIC 2 (1, D, D2y ASKC
ME EX, E2x ASICAGF, FI, F2 ASIC b vwas the omly subanit nod expressed
im the vesiibular ganghia, |a perve fibers within the stroma | smows in A ), A2,
CJ, E20 only ASH 1s and ASIC 20 immenoresctivity was found. SE. sensory
apithelia 5T, stroma. Magnification bars: A=-F, 60 we A8 =F 1, 30 pm: A2=-F2,
400 AiiN.

162l

Mo 3. hnmuesoractivity of ASHCS in
positive aml negative controls. A=F: ASKC
immanorescivily in the DRG: ASICla (AL
ASICED {81, ASIC2a (), ASIC M (D),
ASIC 3 (E), ASICA (F). G: ASIC 2a immis
niesctivity in the cerebellar contex. H: seg-
slive controd for ASIC2a in vestibular gan-
glin. Amtibodies wepe preabsorbed wilh the
comesponding pepticke. [ negalive contral;
no primary antibody was placed daring im
manobistochemistry,  Mapnification  bars
A=F, 90 g G, TO gong M asd {100 pm

in e vestbulr ganglion peurans. In contrast, no acid-pH
sensilive curments or ASIC immunoreactivity was found in
Iair cells.

We found that ruising the extraceliuler Co®* concentration
provluced a nghtwiand shill in the dese—pesporse curve e
protons, Based on the competitive activity of Ca® " and HY, il
Ievs been proposed it ASIC psting implics a displacement by
protons of Ca®* Trom the channel (Tomike and MeCleskey
M0 In VAMNs, mising the extracellular Ca** concentration
from 1.8 to 3.6 mM displaced the pH, . from 6.2 o 6,06,

Proton-gated curments tvpically had rapid actiivation amd fast
desensitization. The percentage of ASIC currenl resistant o
desensiliation was small (=670 compared with the peak
current that ks cansed ai pH near il hall-maximum aciivaiion
The constant rate of descnsitization was similar o that pro-
duced by ASICTa, ASICZa, and ASIC3 heteromers, s repored
in BRG nevrons of the mice amd ral, particulardy those Tound in
the DREG neurors of types 3 and 7 clisssified on (he basis of a
“currend sigmiure” method (Petruska et al. 20000 and in
heterologous expression systems ( Benson el al, 2002, Hesse-
lager et al, 20604}

The proton-gated currents in VANs were biphasic when the
meurons were stimolated at pH 4. This type of response wis
also observed in heterologons expression systems in which
ASICT % expressed (Hesselager ef al. 2004; Waldmann ¢1 al.
194 Ta), indicaiing thai mosi probably ihe ASIC3 subunii is
involved in the channel formation in VANs., Coexpression of
TRPY may also keasd o this type of bphasic current activation
by pH { Tominaga et al. 1998}, However, activators of TEPY |
such a8 copsaicin produced no ellect in our experiments
(Szallasi and Blumberg 1999 and Gl blocked the mH
response {Tousova et al. 2006 Mo TRPVI mmuonoscactivity
was Tound in VANs (nod shown b, indicating that ASICS sub-
unit expression may be responsible for the biphosic cument
respanse. The pHys of the ASIC current in VANs was 6.2,
simitlar to that reported Tor channels formsed by vanous com-
bipations of ASICy mvolving ASICT subanits. Combinations
such os homomeric armangements of ASIC2Za ipH 4.5-4.9) or
ASICH (6.4 -6u0) bave a pH dependency that i reliatively far
from that recorded in WANs,
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High concemrations of Z0°° enhanced the proton-gated
current in 'V ANs, suggesting the participation of ASIC2a in the
Toemation of unctional channels (Baron et al, 2000 Cha ¢ al.
H, Coincidently, immusoscactivity for the ASIC2a subunil
was detected. In spirl ganglion neurons of the moose, the
ASIC2a subunit was also shown 1o contribule o suprathneshokl
functions of the cochlea (Peng et al, 20044).

ASA blocked ASIC corrents from WANs in a reversible
fashion @5 it did in proton-gated cuments from DRG neurens
and in ASIC3 channels expressed in heterologous syskems
iVoillev el al. 20005 This resull suggesis the interesting
possibility that part of the svmploms produced by ASA inlox-
ication (such as nmitus amd vertigod coubd be cansed by the
elfect of ASA on ASIC curments. Although it was described
that salicylate (he active metabolite of ASA) may act ax a
hlocker of the N-miethy l-p-aspanate (NMDAY function in the
cochlea (Guitton ¢ al, 2002, recent expernmental evidence
suggesis that NMDA receptors might nob pariicipate in the
afferent synaptic transmission in this organ (Glowaizeki amd
Fuchs 2002),

Amilonde, which 15 a protetypical mhabitor of the ASIC-
ENaCEG-channel superfumily, mhibited the proton-gated
currents in VAN Amilonid: has been used as o tosl o
differemtiate between ASIC-maediated currents and other pro-
ton-gated currents such as those caused by TRPY L or TPRC
that are not significanily inlibiied by amiloride {Ugawa et al.
2002).

Most significant was the action of FMRFamide, which
reduced the desensitization mie of ASIC curments similarly 1o
ihe eilect descnbed for ASICH and ASIHCY subunils expressed
in beterologous systems o native ASIC currents in rodent
DRG neurons { Askwith et al. 20000 Xie el al. 2003), This result
reinforces the ddea that proton-gated curments in WANs ane
primsanly conducted trough ASIC channels and that ASICIH
and ASICS subunits form part of these channels. In preliminary
expenments done i e isolsted vestibule of e ral, reconding
the moliunil elecirical discharge of ihe semicircular canal
alferent newrons, ihe microperfossion of 1| mM FMRFamade
prodiced a significant ncréase aboal 150653 in the resting
discharge of the afferent newrons (A Orega, R Vega, F Mer-
cado, and E Soto, unpublished resubs), This indicstes ihat
ASIC channels are already active contributing 0 e resting
discharge of (e alferent acurons and thid prodon-galed curments
significantly contribute o shape twe discharge properties of the
vestibular alferent neurens. Taken togeiher, our eleciropliysi-
obogical and pharmacological resulis sugpest that ASIC cur-
rents in VANS may be mainly prosdoced by ASIC Ea, ASIC2a,
and ASICH subunit heteromullimers (Bepson cf al 2002
Hesselager of al. 2004, Waldmann et al. 1997a,b).

Neuropeptide FF {NPFF) receplors have also been reported
to mediate FMEFamide responses, although we cannog exclude
i these recepiors may also be expressed in afferen! meurons.
I s bseen desenibed that the influence of these peplides can be
mweduated by activation of opioid receptors (Askwith e al.
200005, However, the vse of FMRFunide alicred the ASIC
Tunction in cultured VAN, indicating that FMR Famide affects
il ASIC current independenly of other possible actions,

Immunahistochemical experiments were msxde o elucidate
e subumnit composition and location of the ASICs within the
vestibule, A prominenl immusoneactivity of ASICla amd
ASICZa, and also the 2b, 3, amd 4 ASIC subumits, was found in
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VAN (ASIC2b and ASICH at lower levels), Expression of
varkws ASIC subunits (ASICla 2a. 2b, 3, amd 4) suggesis a
heteromerie arrangement of ASIC channels on the membrane
of the VAN Immonoreactivity for the ASICTh subunit was
mol detected, This last resull is in contrast with a repon in
which ASICIh was cloned from a cDNA library specific Tor
the vestibular system of the rat (Béssler 1 al, 2000 5, The lack
of coincidence in these resulls cannot be explained by the use
ol different animal models becavse the ASIC expression in the
vastibular endorgans. panglia, cochlea, and the spiral ganglia
has been found to be similar in rats, auce, and humans using
the samc expenmenial procedures as described here (1 Lopez,
umparblishes] observation). The lack of immunoreactivily 1o
ASIC I inchicates i most probably o conditional expression
ol this subumit could be occurrmg. To validate the specilicity of
the immunohistochemical staining, we used antibodies from
three commercial sources, A similar patiem of ASIC immumo-
reactivity in the vestibular ganglia was found, In situ hybewd-
ization and RT-PCR studies would give a definitive answer
regarding the specilic population of subunits in the vestibular
anghi.

ASICs seem o be exprossed i a nom-umiorm populaion of
vestibular ganglion neursns with an appanent selesivity among
the different neuron sives present in e vestibular ganglia
{Leonand and Keveller X020 The prodon-gated current was
recarded only from peorons of lower capacilance, sugpgesiing
ihat smaller-soma-diameler neurons express functional ASIC
channels on the cellular membrane. Measunement of ammmeo-
rezietive cell somas and caleulation of thewr capacitance mdicale
that the immunoreactive cells fall close 1o capacilance values
of the group of cells expressing a proton-gated current, show-
ing that only small-size cells express ASIC immidnoreactivily
and proton-gated currents, The difference between the capac-
ilance caleulated from morphological measurement of immu-
noreactive cells and that measured clectrophysiologically s
mast probably cxplaned by the [aet that Tor morphological
capachiance caleulation we assumied that cell body is a perfect
sphere. Allhough culiured alfereni neurons may have nol a
sl surface, in Tncl lamelopodia owlgrowth afaching the
cell 1o culture surface coubld accound Tor the differcnce in the
capacitance  measured  experimentally  from  that  calculbied
frowm sife measurements (Limdn et al. 2005, Sotoe el al, 20025,
Studdies companng the surfpce anca m phase-conirmst micros-
copy with that Tound with eleciron microscopy showed that the
light microscopy measure menl underestimaies ihe cell surface
by =250 (Garcla-Péres et al. 2004

The expression of ASIC cureents in the vestibular afferent
neurons sugeests the possibility that ASICs may constifle an
important pan for the normal Tusction of e glutmmitengic-
allerent synaplic ransmission between hair cells and alTerent
newrons, Synaplic activity may fead o synaplic-junction pH
varitions. as repored in the CNS and retinal gloamatergic
synapses {DeWres 2000: Knshial el al. 1987; Miesenbick el
al. 1998; Palmer et al, 20035 The inner-car hair cells form
ribbon synapses with afferent terminals (Fuchs et al, 2003,
Sterling and Matthews 204035). These Kinds of sypapses ane
specinlized for a high rate of vesicle release (Sterling and
Matihews 2005), constituting an endogenous source of H Yo
shown in retinal-cone bipolar cells (DeWines 2000 Hosoi et al.
20005 Palmar et al, 2003). Thus nevrstransmitter release from
hair cells could increase the excitabality of the VANs by
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activation of ASICs, providing an additional source of posisyn-
aplic excitaion. Data indicating o nongquantal sustained depo-
larization were previowsly reported in bouton- aned caly s-bearing
vestibular afferent peurons (Holt ¢t al. 2006; Yamashita and
Ohumort 19940, This nosquantal-like depolanzation of aflferent
ncterons has boen attributed to glutamate spillover at the affenent
Juaetion (Holt ¢t al. 2006). However, other mechanisms such
as K accumulation or ASIC activation cannol be discarded,
Moreover, our results show that estracellular acidification
cansed the generation of aciion potentials in vestibullar neu-
s, suggesting a lunchional roke of ASICS in their excitabalay,
This observation is similar o reports indicating that ASICs
expressing netrons (e, DRG and CAl neuronsh produced
action potentialz when exposed e an scidic pH (Deval ¢t al,
2003 Peng et al, 2004 Vukicevic and Kellenberger 2004: Wu
@l 2004,

Becawse of the action of protons on other wllug:-g.ll:nl
currents such as the Ca®™* curment, proton sccumulation in the
svoaptic cleft will, ot the same tme, introduce o pegative
feedback 1o hair cells, decreasing presynaptic Ca®* currents, as
demonstrated in retinal cone receplors and in orat type 1 hair
cells i DeVoes 2000; Yega e al. 26045, Extracellular pH can
also inhibit the response of glutamate receptors (Tang et al,
Pl Traynelis and Cuoll-Candy 1990, Consequently, the
potential elffect of HY w the synaplic kevel includes both pre-
anud pestsymapiic compogents in o complex and state-dependent
Tashion,

Judging on the hasis of heir oell size, ASIC-expressing
newroms reported here comended with the group previousiy
shown w lack the expression of the low-voltipe—setivated
Cit* current [LVA (=) ] (Limén et al. 20051, In this small siee
group of VANs, the current density of the Ca* ™ -activated K*
current l.'n._..} B been shown to be wp o fourfold higher than
that in larger cells. The heightened contribution of e fi., in
small LY A (— cells could determine a Gaster aftechyperpolar-
tration slope, thus sigmificantly milluencing discharge regular-
ity of VANs (Smith and Goldberg 19861, Difterential expres-
sion among vestibular afferents of ASIC channels may have
impaorant functional implications i the coding of vestibular
sensory information. ASIC-medivted mput could contribute
considerably o beighten the symaphic mpul to these neanons
amdl significanily contribute 1o shape their discharge pattern

Finally, ASIC channels may abso signilicantly participate in
the physiopathology of some vestibular disorders, including
vestibular symiploms of lead porsonng. and would also partic-
ipate 0 the action mechamism of amilornde in the inner car,
Furthermere, pan-ASIC knockout mice have been Tound Lo
Tave important altlerations in the maintenance of halance {Price
el al. 2005), suggesiing a significant role for ASICs in the
Tunction of the vestibular system.
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Abstract  Extrucellular protons  have been shown o
modulate volage-actuvated 1omic channels, B has been
proposed that sy naptie modulivtion by exocyiosed vesiculir
provens woulkl be a characteristic feature of nibbon-type
symapses. Type-1 hawr cells have a calveeal afferent junc-
tiom with i diffusionally restricied synaptic clefi. These led
us o study the action of extracellular pH changes on the
volmge-activated Ca™* and K* currents evaluated using 2
whole-cell patch clamp in wolated cells. The amplinsde of
the Ca™ and the K* current were reduced by extracellular
acidificmtion, but withowt significant changes with exin-
cellular alkalization. A shift in the voliage dependence 1o a
mone positive membrane poential was achicved at pll
< 6.8, Our results shows that the presynaptic K* and Ca®™
currents are modulated by protons, mdicating that protons
releascd along with an afferent neurotransmitier would
participate as 2 fecdback mechanism in type=1 hair cells,

Kevwords  Calciom channel « Potassium clanmel -
ERG - KCKQ « Inner car « Vestibular endorgans «
Kibbon synapse « Synaptic « Afferent synapse « Froton «
Mewromodulation « Neurotmnsmitter release

Imtroduction

Extracellubir pl ipHop falls sharply during episodes of
intense newronsl activity or wath ischemie | 1], 18is generally

Spocial issue articke in hemor of Dy, Ricarde 'I'ap'u-."u-iat

A Almanza - F. Mearcado - B Vega - E. Soo ()
Imstituto de Fisbdogia, Universadad Autonoma de Pucbla
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thought that pHo has tansitory nenspecilic effects bocause
of the diffusional progorics of protons and W the exisienoe
ol extensive bulfenng mechanisme. However, recently i has
been proposed that HY (protons) would, under very specific
circumstinees, constitule signaling molecules Tor specific
cellular processes |2, 3] Changes in pHo have been shown
to modify synapiic tmnsmission affecting a vanety of
lignnd- and voliage-goied ion chunnels, such as glutsmaic
receplors and Ca™ channeds [4=7]. The possibility of
physiclogical exiracellutar acidification s derived from
evidence showing that gloamate synaptic vesicles are
acidificd {with pH = 57) by an ATP-tependent proton
pump |3), which in wum provides a significani source of
protons i the synapiic cleft when the vesicolar nelease
oceurs [9], In the nbbon synapses between cones and bipolar
cells, the svnaptc vesiche relcase results inoan scidification
of the synaptc cleft that mhibits the presvoaptic L=1ype
calcium chanmels, then reducing transminier release |4, 1),
This muy constitule an cffectiive negive-fecdback mecha-
nism contributing 1o the control of nearotransmiter elease.
The inner-car hair cells edablish glutamatergic ibbon
synapses with an afferent neuron, releasing & nedarors-
mitier wmically [11). Vestbular tvpe-l lair cells have o
very peculiar affereml synapse i fooms o marrow calveeal
structure surrounding the basolateral surfuce of the cell
[12]. This geometry causes a diffusionelly restriceed syn-
aptic clel that may have @i important role inthe clearance
ol prsducts released from the basolwicml part of the hair
cell, It has been proposed that K™ accumulation lowing oul
through low=voltage-activated K* conductanee (2g ) from
a type-l hair eell can depolarize both hair cells and an
afferent neuron [13, 14] leading o the idea that K¥ could
serve as & Ccotrnsmitter” in this ribbon synapse |15],
The gy, is the greaest voltage -gated current present in
type-l hair cells [16]. The gy in rats, pass through the
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KOMNG gene family  potsssium channels (KCNQ) and
the cther-a-go-go-related-gene potassivm channels (ERG),
the density of either chunnel depends on the development
stige of the animal, with the KOUNQ potassivm currents
i< FT) predominant aficr birth thit are gradually subsi-
tuteel by ERG channcls at mature ages | 17]. The expression
of gy, gives tvpe-1 hor cells thewr low gaan, Model studies
have found that because of this low pain the mecham-
transducer current may be insufMicient w depolarze the har
cell w significantly sctivite the volage-gmed colciom
current [14], even though the valiage-gated calcium current
activaies al low voltages [18]. Processes such as the
accumulation of K* in the synaptic <left [13, 14] or the
medulivtion of the gy by nitric oxide [19] have been
proposed as secondary mechunisms boosting the afferen
synapse, Attempts to define how gy or the voltage-gated
Ca™ current could be modulated {voltage activation, open
probability b would contnbute to dehne the mechamams of
meurslransmine s release in type-l hear cells |19, 20].

Previous restlls indicate thit the vestibular endorgans
have a significant sensitivity to changes of pHo. which
could contribute o the postiransductional processing of
sensory information [21]. Functional expression of acid-
sensing 1onic chanmels (ASICs) in the vestibular alferents
of the rat suggests the possibility that pHo acidification and
subsequent ASICs wctivation may Torm parl of the normal
function of the sffercmt synepse in hoir cells [22]. No
proton-sctivated currents or ASIC immunoreactivity wis
found an haar cells | 22], However it has been proposed that
the synaplic modulation by exocyiosed vesicular prolons
acting via inhibition of presynaptic Ca™ chanmels would be
i characteristic Teature of ribbon-type synapses | 10,

Becavse of the possibility that protons released topether
with glutamuste may modulase the alferent symaplic rs-
mission in type-l hair oclls, i oour work we cxamined the
action of pHo changes on the voltage-activated Ca™* cur-
rent and the gy expressed in vestibulor type-1 hair cells,
and furher their probable implications for synaplic rns-
mission are  discussed, Some of  these resulis werne
previously presented in abstract foem | 23],

Table | Soluticas tin mM)

Experimental Procedure

The experiments were made in voung Long-Evans ras
(postatal days 14=18) supplicd by the "Claude Bemard™
animal hovse of the Autonomouos Universaty of Puchla. All
efforts were made W mmimize ammal suffering and o
reduce the number of animals used, as outlined in the
“Guade for the Care and Use of Laboratory Amimals™
issued by the National Academy of Science, USA,

Hair Cell Dassociation

Hair cells were eneymatially dissociated from the semi-
circular canal cnste ampollans of the rat as neported
previously [24]. In brict, tissue picces contmining the ves-
tibuilar sensory epithelia were incubated i normal Tymode
solution (Table 1) contaming 0.2 mg/ml LA tvpe collage-
mase for 7 mun al 35°C, followed by eell incubation for
10 min it 35°C in a Ca™- and Mg**-free Tyrode solution
{Table 1) with | mg/ml porcine trypsin. Tissoe was finally
washed for 10 min @ 4°C inoa Ca®*- and Mg™*-free Tymde
soluticn containing | mgdml bovine scrum albumin, All
engymes were from Sigma-Abkdnch (5t Louis, MO, The
tissue was then placed in the recording chamber on an
imverted microscope stage (Nikon Diaphot, Tokyvo, lapan)
and cells were isolated by gently triorsting the tssue with
fire-polished Pasteur pipenes, Cells senbed and adhered 1o
e bottom of the recording chamber witlin 10 man, The
recording chamber wias contnuously perfused with an
extracellular solution designed cither for the recording of
the K* or the Ca™ currents (Table 1) al a constant rate
(0.5 mbfmin using a penstaliic pump (Microperpex, LEB,
Sweden).

Isolatcd celbs were visualioed  with - phase-contrast
opics, Type-l hair cclls were identified using morpho-
logical criterin [19, 24, 25]. Cells that exhibied o flask-
shaped body with a highly refringent cuticular plate wider
than the hair cell neck were considered 1o be type-1 hair
cells,

KC1I NaCl MgCly CaCly BaCly TEACT CaCl NMIMG HEPES BGTA GTPNa ATPMz  Glocose
Tyrode 54 140 12 1.5 - - = = mn - = = 1]
Co®*- and Mg*"-free Twrode 54 140 - = = = = = 10 1 = = 10
K™ -low imracellule E L m - i - - - 125 5 li I 4 -
Extmcellular Ba®* - B - (N} b || 23 i ] - 10 - - - 1
Intraceliular Cs"-TEA - - = (1 - 23 73 A o [t} I . -

Cumolanity adjussed o =~ 3001 mOsm
Extrmeellular solutions sdjussed 1o pH 7.4
Intracelludar solations adjusted to pH 7.2
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Yoltage Clamp Recording

Whole-cell recordimgs were done with the  patch-clamp
technique i the whole-cell configuration at foom lemper-
afure (20-22°C) The putch pipettes hd a resistance of
35 ME2 when filled  with the  intrscellular  soluticn
(Table 1), Kecordings were made with an anopatch 2008
amplificr (Maolecular Devices, Union City. CAp Com-
mand-pulse peneration and duta sampling (every 200 pish
were controdled by pClamp 8.0 software  (Molecular
Devices) using a 12-bit AD-DA convernter (Digidara 1 200,
Muolecular Devices). The membrame capacitance and senes
reststance (805 ) were electronically compensated. YVoli-
ages were corrected for a 6.8 mY liguid junciion poential
for the Bo™ extracellular solution and Cs* and TEA
intracellular Ca™ solutions (Table 1), Recordimgs wore
analyeed off-line with pClinp 8.0, Sigmalflob 80045y st
Software Inc., Richmond, CA) and Origin 6.0 software
(Microcal Software, Norhampion, MAL

For assessment of the effect of pHo on Ca®™ and K*
curments, extrace Hular solutions with differem pH values
were used, In acidiec solutions below pH 6.5 10 mbd 2-[A-
Morpholino [ethancsulfonic acid (MES) was used as bufler
instead HEPES. Soluwtions were sdjusted 1o dafferent plhis
with MaOH or HCI.

Ca™ Current Recording

To study the Ca®™* current 300 ms depolarizing test pulies
to =10 mY from a wolding potential of =60 mY cvery 4 5
were used, To construct the current—voliage relationships
L=V, the Co™ currents were caused by 2000 ms voltape
steps between — 100 and 50 mY from a halding potential of
=&l mY with 10 mY mcrements every 2 s before and afier
changing the bath solution from pHo 7.4 10 a s pHo and
back to pHo 74, In cach condition, the Ca™-current
amplitude was measured between 155 and 175 ms after the
start of voltage steps. The curment produced between = 1K)
and =70 mYV was ftted with a linear function that was
subtracted assuming o linear leak throughout the whole f~V
relationship [26). Activafion curves were obfaned by
adjusting to the normalized conductance a single Balue-
mann function fVi = W1 + expliVis = Vis]), where
¥ 15 the membrne potential, Vg is the hall-maximum
actvation voltige, and 5 is the shope lsctor,

K™ Current Recording
For recording the K* current, type-l hair cells were main-

tained in Tymde solution (Table 1), The pipetie was filled
with a low-podassium intracellular solution (Table 1) 1w

reduce the amplitude of ggg and 0 minimize voltage-
clamp emors caused by an uncompensated series resistance,
This crror was caleulaed and cormected off-line, In this
experimentil condition the K cqguilibrivm potential (esh-
mubed by Memd equution) was —43 mV, No jonie current
was blocked because in type-1 hair eells the total curment is
highly dominated by gy (see “Results™ ) |16, 7). Har
cells were stimulated with 80 ms squarc-voltuge palscs
from =110 (o 40 mY with 10 mV increments and from a
Balding potential of — [0 mY 0 construct the 1=V reli-
tionship. To test the effect of the acidic pHo, 4060 ms
square pulses from — 100 1o 40 mV were vsed. The acli-
vation-voliage dependence before and during the wse of
acidie pl was estimated by adjusting o single Bolizmann
function to the normalied conductance.

Statistics

Mumerical dato are presented as the mean £ standard error
of the mean (SEM). Statistical differences were determined
using o Student’s ~lest. A P 0005 was used 1o denote
statistical difference between the groups,

Kesults
pHo Action on the Co®* Current

At pH 7.4 the Ca™ carrent in type-1 hair cells activated
rapadly and had no sigmificant inasctivation dunng the
200 ms test pulse (Fig. la) The =V relationship shows
that the cument activined a0 approximately =60 mY has o
maximum peak ot =18 mY oand g reverse potential above
40 mV (Fig. Ibp The nomualized conductinee was fitted
with a Boltemann function with Vs = <366 £ 08 mVY
and § = 36 = (L1 mV (n = 16}, These charctenstics ane
i agreement with presvious mesulis in the rat and chick,
which indicated that the Ca®* current in type-l hair cells 15
a L-type Co®* curremt |24, 27, 28], Previously we showed
that CdClz and nimadipine  produce a concentrtion-
dependent reduetion of the Co®™ eurrent in type-1 hair cells
while a L-type Ca* channel activaior (5)-( —=-Bay KRB0
increases the mward cumrent [24). Extracellular acidifical-
ion produced a pH-dependent decrease of the Ca™ current
(Fig. la, b Acidification o pHo 6.3 significantly reduced
thi peak current amphitude by 23 = 6% (P = W30 = 4)
without significant effect on the Co'*-current activation or
inactvation rates (Fig, La), Further acidification to pHo &
{Fig. b} and pHo 5 diminished the Ca™ cument by
B2 3% (P<0001: & =3) amd 75 = 6% (F = 0.006:
= 3}, Extrocellular alkalization w pHo § did not signaf-
icanily affect the Ca™ current amplitude (P = 04, n = 1;
Fig. le. di nor its thme course.
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]"Iﬁ. 1 Aculification but not alkalimztson of the extracellokar
solution modulstes the Co®* carrent. in) Sample traces of Ca™
curments reconded af pHo 7.4 (back e ) amd during exposure of the
cell to an acidie extracellular solution (pHo 6.8; gray tracek. Lower
trace, the current afier pHo 6.8 was scabed (multiplied by 1.32 facton
T show thal a ponsignificant cffect on the Ca™ -curmentl Kinetics is
proshuced by ocid pito. (b) /-V relationship for the Ca®* current
obtained before (@) and during application of solwions with pHo 6.3
(&) el 6 (%), Data points are expressed as o pervent of the maximum
current at pHo 7.4, () Sample traces of Co™ curments rocorded in a
solution with pHo 7.4 (blxk tacch and during exposure of the all to
alkaline solution dpHlo 8 gray trace), i} The -V rdationship for
Ca™ current recosded bhefore () and during application of alkaline
solution (&; pH &) Alkalgication had o oasignitican effect on the
Co™ curnemt

The Boltzmann fit to the Ca**=channcl conductance was
done 1o determing the effect of pHo changes on the voliage
dependence of channel activation. Acidification 1o pH 6.3
iFig. 2ap and alkalizaton w pH 8 (Fig. 2b) did not sag-
nificantly change the ¥y or the 5. Further acidification 1o
pH & and pH 5 reversibly shified the Vg of the conduc-
lance o positive potentials by T4 = 24 mV o (n = 5
P o= 003) and 10.2 = 2.6 mV (n = 3; P = L05) (Fig. 2a,
¢l Moo significant changes in the slope fuctor were
observed, A pH-cwrrend plot was construcied by Diting
normalized currem amplitudes (1 40 as a Tunction of the
P, from which an apparcm pha of 6.7 and slope of 0.6
were estimated (Fig. 2d).

pHo Action on the K Curmrent

The total current in type-l hair cells activates ot voltages
abosve —91 mV. The current showed slow activation, par-
tal msctivation, and very slow  deactivation  Kinetics
(Fg. 3a. ¢b. These propertics are in agreement with the
previous observation that the woial curment from type-1 hair
cells is dominated by gy which has been thoroughly
studied from the pharmacological and biophysical view-
poims (17, 19]). Ar phlo 7.4 the hali-volage activation was
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Fig 2 Modulation of the Ca®™ conduciance by extracelular pHL. (a)
Acidification 1o pHo 6 (#) shills the Vig o positive membrane
potentink whereas acidification to pHo 6.8 (&) did not modity the
Co™ cusrrent aetivation. Conlimioss Enes show the Boltzmann fit 1o
data points. (b1 Application of an alkaltine extracellular solwion did
0ot affect the Ca™"current activation, ¢} Extracellule solutions with
pH around pH 7.4 B mot modify the Vye of the Co™* current. Further
acilification resulls in a depolarizing shift in the hall maximum
sctivation voltage of the Ca®*-current pctivation. A monocyponcntial
Tunction was well sdjusted 1o data points (solid line), (d) The Ca™*
cument normalized with respect to cumens a pH T4 ('l o), Bitting
of the data points with a Hill equation (continuous line) pevealed on
apparent pKa = 6.7

obrined by adjusting a single Boltzmann function 1w the
normalized  condectance.  The Vs oblamed  was
=78 = 4 m¥ and the 5 was 6.4 = 2.5 mV (n = 7). When
pHo 6.1 was vsed, the current amplitude was iedeced from
1.3 2 0.3 nA messured 0 =30 mY oonder comtrol condi-
tions o (8 = L6 nA after the exposure 0 acidic pHo
=44 FP<005 Fg 3 and the Vi, sagnificantly
changed 0 =633 = 3.7 mY and the 5 was 4 = 09 mV
(P <0050 = 4: Fig. 3b). The deactivation Kinetics of the
current were significantly secelerated by acklic pld, The
deactivation rate wias ined using two time-constants (fast
p and slow 1, time-constants, consistent with the idea of
mare than one channel family constituting the current )
vnder control conditions. They were 1, = 1538 = 47 ms
and tp= 15 = 2 ms and after pHo 6.1 they changed 1o
.= 1T =9 msand 1y = ¥ = (L5 ms (F < (L03 for the 1
n = 5 Fig. 3¢). The wse of solutions of pHo = X did not
produce significant changes in the total current amplitude
nor in its voltage dependence (data notl shown, # = 3).

DMiscussion

Owr resulis show that moditications i pHo modulate the
volage-activated Ca™ and the K* currents in mammalian
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-100 mW

Fig. } Acidification of extmcellular soluion ishibits geg. (@) lomc
currents produced with volmge pubes accoeding tothe recording prowoood
shown an the upper past. Under control condiions ilefth and after
spplication of pHo 6.0, For s step potential befow =50 mY she g
showed an mwand compomnent cained by the equilibmum potental of K” in
our reconding solutions, which is =43 mV, ih) Normalized conduaance
Troe the cell shown ina with 8 Vg of =77 mY ander control conditions
and =6t MY dusing pHo 6] perfuskon, Hoth values weee eimated by
fiming the data with a Bolwmann fanction., (63 The tal currem reconded al
= 10 m¥ after a voliage step to =M mV. Deactivation kinetics were
significantly enhanced by acid pHo { gray trace . Both sbow and fass time-
constants wene neduced with the perfason of pH 6.1, from 5 = 24 ms
andr, = 18 msios; = 18 meand £, = 150 ms

vestibular fype-1 hair cells, Thiz modulation may pliy a
sigmificant role i the neurotrunsmission between hair cells
amcl afferent newrons,

] . -
Ca™® Curremis

Mormalized correm amplindes (0F; ) fined as a function
of extracellular pH revealed an apparent pha of 6.7, which
comcides with the apparent pha reported for high-voliage-
activated Ca™* cuments in thalamic-relay neurons of the rat
ipka = 6.5) [29] and in human-arerial mesenteric cells
(pKa = 6.8) |30],

Extrae il acidification below  phlo 6.8 inhibited the
Ca™ current shifting the half-sctivation voltage in the positive
dircction of the membrane polential, though scidification 1o
pHo 6.8 reduced the Ca™ -current amplitude without changes
in the half-sctivation voltage. These changes may result from
the panticipation of two mechanisms; (1) the alterations in
surface podential, caused by an interaction of protons with
fined negative charges Becing the surface of the cell meme
brame, will cause a shift in the sctivaion and insctivation
prowess of the channel when o lower pHo was used [30, 32,
and (2) o direct setion of H* on segative groups within the
elannel medilying the Ca™*-channel comductance state, which
has been shown to occur at pHlo = 7 [33=35). The pHo
changes around pH 7 are insulfcient o cause a sigmficant
miodification of e surface potential (screen elliect) bul e
enotigh 1o block the movement of Ca®* through the channel.
Below pHo 6.8 both mechanismes could be panicipating by
blocking the Ca™ wurrent and shifting the membrane potential
influcncing the veltage sensor of the channel.

Although alkaliniztion has been shown o produce from
a 6 10 27% increase in Cu™ cument in the ventrl-hom
mconerons of the mouse and the hpocampal-C AL neurons
ol the rat [ 36, 37], increasing the pHo produced nonsignil-
wcant changes i the Ca®t comrent in our expenments. The
lower sensitivity 1o pHo vanations inour preparaiion may be
caused by the high exracelular Ba™ concentration used
[38]. Alse, vestbular hair cells express L-type voltage-
activated Ca™* channels formed by the &y subunit [24, 27).
Modifications in the Ca™ cuments caused by variations in
the pHo were more promounced in T-vpe Ca™ channels
than in L-type Ca™ channels [ 2%, 33). Moncover, variations
in the pHo modulste the caleium channels expressed in
concs (that express the zyp subunity but not in rods (that
express the xp subunity of the retim [39].

K* Currenis

The gy, under contml conditions (s pH 7.4) had slow
activation, shight inactivation, and very slow deactivitiod
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kinetics during shon voltage pulses, These properties are in
agreement with previous resulis obtained inorat type-1 hair
cells and hewerologously expressed mative RCNO and ERG
chiannels |17, 4042 |. Acidic pHo use (pH 6.1 ) reduced the
amplitude of the ggy. displaced 115 voliage dependeney 1o
positive values, and enhanced iis deactivation Kinetics, In
KCNQ 23 heteromer channels acidic pHo reduces the
open probability and favors a low conductance state [41].
The reduction of the open probability was related w o
direct pore block by protons. For KONOH and KON 23 4
modification in the gating process in acidic extracellular
solution was observed, suggesting that pan of the effects
reporied were caused by a slowing of activation and
desctivation Kinctics |41, 42).

For the ERG channcls the observations related to the
effect of the exposure of acidic pH were similar 1o those
reparted for KCNGH chunnels except that o decrease in
the deactivation fime-constant was  found  when acidic
pHo was used [40, 43, This coincibes with our results
where with pH 6.1 the deactivation Kimetics  rose (1hus
producing a decrease of the time-constanth, soggesting
that an ERG-like current was mainly recorded fom type-
I hair cells in our experiments. This resuli 15 consistent
with reports andicatig  that ihe  predommmant  current
undemeath the gy ot PL=PLS 05 an ERG-channel cur-
rent [17]. Though an increase in ERG and KCNOQ
currents were reported when an alkaline pH was used
[41. 43], n tvpe=l har cells there was o sigmficant
increase a1 pH 8. The reason could come from the pHo
wsed in our cxperiments hecause in other studics the pHo
wsed was > 84 [41, 43].

Conclusion

Our sty shows that the presynaptic K¥ and Co®* curmenlts
are modulated by HY, and preliminary model data indicate
that newrotcansmitier release in calyveeal type-1 hair cells
may produce a significam pHoe change i the synaptic
cleft. The mhibaion of the calcium current would reduce
the nearotmnsmitter release whereas the reduction of gy
wollld increase the gain of the hair cell. Funthermore. al a
postsynaplic level it was shown that extracellular acidili-
cation medwces the excitaiory inpui blocking NMDA and
AMPA receptors [21]1The final effect of acidification of
the symaptic cleft in the hair cell-afferent nearon synapse
would represemt o comples balance between the magni-
e of excitwory and inhibitory effects and of the tming
of these setions. Besides other neurotransmiters  and
acuromodulators acting in this synapse. oor work shows
that proton conceniration would act as a feedback mech-
anism that modulses  the hoir  cell-afferent  newurom
SYTLPSE.
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REVISION EN NEUROCTENCIA

Canales 16nicos sensibles a la concentracion extracelular de
protones: estructura, funcion, farmacologia y fisiopatologia

F. Mercado**, R. Vega®, E. Soto*

TON CHANNELS THAT ARE SENSITIVE T0 THE EXTRACELLULAR CONCENTERATION OF PROTONS:
THEIR STRUCTURE, FUNCTION, PHARMACOLOGY AND PATHOPHYSIOLOGY

Swmrorary, Aan. deid rensing jon channels (ASIC)H members of the ENeC degenerine chamiel fimnly, have been shewn ro
PaFTicipate Bt Veious sensanal pﬂFfHL'ﬂ_Tj |w.f|.|.r|'mg nacicephian, alse they have been shown o participale im Tynaphe
rpigmizrion. learning and memory processes and i the plivtiopanrelery of the tachemic sroke. Development. The proton
concentratian in the organism is sieienly regadored by dignner nfler sstems, Dvastic charges of pH are penerated anly by
Pa?hﬂpsﬂw! condittans a5 5 the pekemia, lowever, some J.hl:ll;mf.ggrml ProcesTes may produce lacal CRTHERT I Hue
mucm’]‘ufarph". Recewmtly. a mw family of prosor ¥r Imovn ar ASIC har been cloped These are jomie chaimals
macnvared ai physrolagieal pk (7.4} and acovaied with @ pH fall fincrease i B conceniraniony. ASICs are permaable ro
sadrum icins and in a lesrer degred To caleimi fons, actrvation of thése chmmels lends 1o an increate in cell evcitabiline The
ASICs ave distributed widely in the contral and peripivercl nervons svatem. and o specialized epiffeelin. In the past few vears
they have become a focus of miderest dwe fo 15 role i meciceplion, lasle percepiton, lomg fermi potenlafion and the
physraparhelogy of ischemic sroke. Conclustons. fn this review we address the mosr relevanr molecnlar, phyvsiologioal and
IpImnuﬂrm’ng:mJ aspeces p_ql'ii: ASICs, ity parfcipaon in ;Mcpurﬁpfpgumﬂ Process, and Iﬁfpﬂ:?ﬂ‘h'\'ﬂr n_-,l"&qznr and elimic

mvesnigation wr this arising research field, (REV NEUROL 2005, 41 667-75f
Ky words, ASIC, Mechanoimaneduenan, Newremoduleron, 1¥'wamu. Ffl_'.'.:nml.pg\:

INTRODUCCION: pH EXTREACELULAR

El pH es una vanable fisiolégica conroloda de manera
precisa en el organiane. La homeostasis del pH se leva a cabo
a traves de o excrecion renal, ln gespiracion ¥ por bos sistenas
amortighiadores, Estos fltunos son la procrpal lerransienta del
contrel del pH en el sistensa mervioso, donde ¢f 10n de bicarbo-
nate es abundante en ¢l espacio extracelular (en concentracion
de 26 mM) [1]. S han docimentado vanaciones significativas
de pH exclhsivamente bajo condiciones patologicas, come la is-
queman [2]. Sin embargo, se ha aconlado informacidu en wna
sene de comupicaciones de la bibhiogratia los cuales siigreren
que cambios en el pH extrmeelular preden ocurrir de mazwern lo-
cal (e por gjemplo. los espacios intersinipiicos) en condicio-
nes fisicldgicas en el sistema nervieso [3-5]

El pH extracelular modula la fimcidn de divintos tipos de
receploTes jonotropicos newonales conw los punnénmoos [6],
los colmérgicos [7], bos gabérmcos (partculanmente los recep-
toves del ripo GABA ) [8] v bos ghaamatérzicos, tanto del upo
dcado d-amino-isoxazol-propronice (AMPA) [9] ¥ dcido N-me-
til-D-aspertico (NMDA) [10,11] rodos ellos impresensdibles en
la eransmision sindpiica. Ademas. se ha observado que bos came-
baos de pH tanabign pusden modificar comentes indcas activi-
das por voltage. Este altino efecto se ha svaliundo sobre todo en

Acepriads trox revisids axterne: 0 T00S,
* butivire de Firiologls. Besemidrita Unnversided Awtinoma de Prebia.

las corrientes ioadcas activadas por volinje que se expresan ex £
musculo esquelético de mamiferos. por ejemiplo: sobee los
cnnales de potasio tipo RONQ [12], v sobre canales de potasio
conformados por Las subunsdacdes Ky 1.5 v Ky L4 [13,04] v |a
subiusidad denommsada Kenk 3, que pertenece a ln fanailia de los
canales de potasio de dos segnrentos de poro, que ferman cana-
les idnicos por los cuales pasa ln denominnda commiente de
“fuga’ [15], Cambios de pH parecen afectar tambaén de fora
significativa a las comientes de Ca™ de alte y bajo umbral [4.
16,17], a In comiente de K" activada por Ca™ [18] y a la corrien-
te rectificadorn retardaca rigada, pamcilanmente en canales
conformados por In subunidad HERG [19].

Con base en la multplicidad de acciones que afectnn a la
excitabilidad celular, se I propuesto que los protones (H) ex-
wracelilares confornsan iin sisternsa de sefalazacitn oylercehilar
con A nnporuye Auxcion cono neuronssdilrdores en el s
tema nerviose central (SNC) ¥ penfénco; se ha pensado que
incluso pudieran tener una fancién como newrotrasmisores
[5.20.21]. Desde el punte de vista fancional. los cambios de pH
extracehlar a mivel sinnptico pusden ser iy onponaies, yva
e las vesiculas que contienen glutamato, acetilcolina ¥ dcido
Frauminebutinico (GABA) tenen una alta concentrasion de H.
Las vesicuilas que contienen glitamato [legan a tener i pH
aproximado de 5,7 [22]. lo que bas convierte en una fuente en-
diogena de liberncion sinaptica de H™. La alta concentracion de
H™ en las vesiculas sindpticas se¢ debe a que éstas, paricular-

aante fns gl érgicas, usan win ATPasa de protones para
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crear un gradiente electroquimico ¥ concentrar asi el neuro-
transamsor en s interior (Fig. 1), lo cual detemarin que ¢l pH en
el honen de In vesicula sen de alrededor de 5,7 [22.23]. Se la
observado que la actividad sindpticn intensa promueve cambios
transitorios del pH extracelular. Por gjemplo. en rebanadas de
hipocampo. ln activacion de las colaterales de Schaffer produce
ugk canabio de pH en ln 2ossa de lo saagsis que forman con las
newonns piranndales CAL imcialmente con la acdificacion
dal medio extracelular (~ 10 ms) ¥ posterionmesnte con In pro-
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duceion de un cambio alealing de ma-
vor duracion [3].

Actualmente se conogen distintes
trpos de receplores. tando 1onotropicos
como metaboropicos, (e Henen Co-
e haande a los H°. Entre bos recepto-
res wonotropicos desticnn Jos cannles
1nicos ASIC v los TRPVL (ravsient
receptar potencial vanillerd 1, también
denenunada vaimillotd recapror I,
VEL) que resultan activados por dess
censos en el pH extracelular [24], Por
otro lndo, e ha encontrado wn mipor-
tante fanulia de recepiores metabotrg-
picos (acoplades a proteinas G) de pro-
tones, bos cuales tienen una smplia ex-

presaon tsular, principalmente en onga-

nos ¥ fejidios foera del SNC. Ludwig ef
al [25] demastraron que el neceptor 1

& un
acoplado a proteinas G de cincer de me?ﬂdehmmqﬂlhn‘:mmrhwmmnmmﬂu
e las vesiculas con B membrana celul, I que oolibers ol espacio sndpticn Glu y protones. Lod proto-
mmmmnﬁﬁmlum

ovanio (OGR1) ¥ el receptor 4 acopla-
do a proteinas G (GPRA) achian como
semsores de H. promuueven la formaa-
citmi de inositel tifostato (1Py) ¢ e
mentan los mveles de adenosin mono-
fosfato cichoo (AMPe) mtracelular. Ambos receptones Henen. co-
W ¥A ICICIonAMos, wia amplia distribucion tisular y parecen
cumplir umn funcion en Iy homeostasas del pH en el tepido ds=o0,
sensando la concentracion de H™, Ademds. parecen tnmbién
desenpeiiar un papel en la regulacidn de la respracion. Ambos
e expresan ei células del sistenin mmiiie, donde pucheran par-
ncipar en procesos de sefaliracion celular, parmiculanmente en
casos de inflamacion e isquemia, Postericnmente se ha caracte-
rizado también la sensibilidad a H™ de otros receptores comwo ¢l
receptor G2A (ongimalmente se identifice a éste como un re-
ceptor sin ligando, postericnmente s¢ demostrd que €5 1 sitio
receptor para lisofosfolipidos) v ol receptor del gen 8 asociado a
la nmerte celbular de linfocitos T (TDAGE. del mplés T ool deani-
assochated gene §); todos ellos son tamlién receptores acopla-
dos a proteinas G. Al quedar activado por los H” el rec
G2A incrementa los niveles de inositol trifosfato (IFy) mtrace=
lular y este efecto se bloquen por la lisofosfatidileoling de mae-
ra que depende de la dosis [26]. El receptor TDAGE al resultar
scivvado por H incrementa los niveles de AMPe, v los gli-
coesfingelipidos reducen la sensibilidad del receptor a los came
bios de pH extracelular [27]. Ambos se expresan de forma
pronunente en lmfocitos ¥ macrsfgos. Todos estos receptores
comparten la carncteristica de pertenecer a la nusia fanulia de
proteinns G. por Lo cual cuentan con wna gran homologia en su
sacuencia de aminodcidos ¥ probablemente desempedien umn pa-
el prominente en In respuesta celular 3 los lipides proinflama-
toros ¥ canbios tisulares de pH.

OBJETIVO

Esle escnito tene como objetivo lucer una revision de los cana-

les ionicos tipo ASIC, a los que se ha seguido desde su clona-
citn con mmicho interés, ¥ de los que se ha demostrado su parti-
cipacion en distintas modnlidades sensorinles, asi como en la
ransmision sindptica y el procesos como i memoria v el
aprendizaje, ademas de que pareeen participar en La fisiopatolo-

]

Figura 1. Almacenamicnio de gutamato
En ol mesfo &8 musddia como S almacena @l Glu én sus wisdoulin,. E| Bramipantador

receptor NRADW
Ca® ineracedular, Mnd.rl'h:.luchrﬂl

e ko5 ASIC.
Glu 58 wale de
ado por una ATPasa de protones que hace descendor o pH en ol
S [l & cabo [ fusicn

ki) e lns vesiculas sinagticas y posibles

asta e P k3 entrada de N y boera al
sufre por Mg™. lo que en diima natancia noements los nreles de

win del choque isquemico v en fenmenos. de excilotoxscidad.
Hoy en dia se cuenta con un gran munero de publicaciones en
las fusntes bibliograficas que descnben su estructurn, fimcion,
modulacién v fumacologia, Esta revision recoge los aspecios
fistologicos mas sobresalientes acerca de estos receptores, asi
como de il paricipacion en condiciones patoldgcas.

CANALES SEXNSIBLES A LA CONCENTRACTION
EXTRACELULAR DE PROTONES (ASIC)

Diesde 1951, Krishinal v Pidoplichko [28] informaron de una con-
ductancin catidmica activada por H™ en las nesronas de los gan-
elios de b raiz dorsal (GRD) de la ratn. Lamentablemente estos
resultados electrofisiologicos recibieron poca atencion delido a
la amplia gama de efectos que producen los cambios de pH
extracelular. No fue sino hasta los afios noventa cuwando se vol-
Vit a prestar atencion al papel funcionnl y posibles vias de sefia-
lizacitn de los cambics de pH extracelular. Finalmente. Wald-
mang et al [29] clonaron cannles idnicos de membrana sensibles
a H', a los cuales se les denonund gendncamente como ASIC,
Estos imvestigadores demsostraron que dichas proteinas forman
canales iomcos que son el cormelato molecular de aquellos que
habian desente los trabapos proneros del gupo de knshal, Las
subumidades que componen estos canales se clomaron por su
Tromologia con los mismbros de la familia ENaCDEG (apiilie-
ivel sodim cfvanmelidegemerin) (Fig. 2), ¥ comparten con ellos
las propiedades de formar cannles principalmente permeabiles al
i6n de sodio ¥ de resulinr blogueados por el divrético anulonda
y sis demvados. Cabe destacar que en ¢l case de la subunadad
ASIC Lo se lin observads que formm canales tambadn permenbles
de maners sustancial al 1o calcio [20,29-30]. Provendentes de
cuatro genes s¢ han clonado seis distintas subunidades que se
conocen acmalmente como ASIC 1a [29], ASICIb [31]. ASIC2a
[32], ASICIb [33]. ASICA [34], ¥ ASICA [35]. Coda subunidad
@5 1A profeing pequena de wos 500 aninodcidos, normabimen-
te gheosilada. Se ha propuesto que estas subimdndes se ensan-
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Flgura 2 Caracteniticns de los miemibros o o tarmelia ENaC/DEG! a) Los conabes 86 es1a Ramilia cueran con dos
ITRrAkEs BTN ¥ carbondio, comos & intracehdanes, L:nnunp g esciracedular b El drbal Filogpenation de La farmilis
distinlas profemnas eats indcado. N extremo amenoterrminal. COOM: extremo carbadkotermi-

resurvien de o funcion y de Ly especie que express
nal. Moddicado de |21]

blan en fonma de homo o heterobetrameres para configurar los
canales idnicos [30,36]. Dependiendo de Ins subunidades que
conforman el canal ionico varian las propiedades de sus co-
mientes ¥ su sensibilidad farmacelégica [37,38], Las subumida-
des ASICTDL v ASICY no forman canales 1daucos activados por
H™ cumpdo we ensamblan como homonaltimeros. Sm embargo,
ASIC2b, cuando se ensamibla con alguna otra subunidad, mfa-
ye en In cinética del cannl. En el caso de ASICA no se ha demos-
trade que forme heteronmitimeros [38_39].

Los ASIC se encuentran tano en el SNC coano en el sistena
mervicso penfénce (poocipalmente sobre L newronas de los
GRDY. excepro las subunsdades ASIC LD v ASICS que se expre-
san vancaments en el sistenm nerviose penfénco [31.34) Me-
diante tcmcas numalinstodquiniucas s¢ la mostrado que celidar-
mente. en ¢l SNC. se ubican principalmente en los dendrtas de
las newronas domde colecalizan con marcaderes de 1a densidad
postsanaptica [40,41].

PAPEL FISIOLOGICO DE LOS ASIC

Inrcinlmente. bos ASIC s relacionaron con la nocicepcion: sn
embargo, con kos anos, su funcién s ha amglindo [24,28.29].
Uno de los hallazgos mas imponantes s ¢l de la participa-
cim cle b subrinadac ASICE én ba percepeion dal dolor sngiada
por la isquemin cardisea [42]. Durante un miaro, b concentra-
citm be H™ alrededor de 1a zona isquémica puede incrememarse
de manera sustancial a cansa del metabolisiw anaerobio ¥ 1a alta
tasa muetabdlica del cormzdn. Esta acidosts local pudiera comver-
firse an una senal que desancadens &l dolor eriginado por I is-
quernia cardiaca, rzon que moannd el esmidio de In respuesta de
las newronas suupiaticas aferentes que menvan ¢l epicardio (cu-
Yo sy se enciention en C53-T2) ante cunbios de pH eximace-
Indar. Al wtilezar como modelo experamental a b mata, se enconrd
quee Las earncteristicas de las comientes wnicas actmvadas por H-
de las nevronas simpaticas son andlogas a las comientes ionicas
producidas por canales ASICS, por lo que se concluyd que esta
sutbuadad es el sensor de pH que dispara el dolor precordial,

REV NEUROL 2003, 41 (10} 667673

mienlos tansmernitrana, ke ter-
canaks inicos ENaCIDEG, un

hecho que pudiera tener repercusiones en la manem en que se
encarm & tratimiento de los pacientes con infarto de miocardso.
Laos awtores proponen quee 1a oclusion de ina artenia que omiga ¢l
cormzon. ¢l metabolisme anaerobio v la produccion de dcido lac-
tico provecan i descaso en e pH extracelilar; éste, a sl vez,
activa los ASIC ubicndos en las temuinales neriaosas de las neu-
ronas sinypdticas que median la nocicepeidn. De maner similar,
s¢ ha demostradoe que los canales idnicos de tipo ASIC partici-
pan. junbe con recepiores VR, en la quinuosensacidn v en In
pocicepeion secumelana a ilesms gdatricns. La respuscta 4 |a as-
timmibacion con cambros de pH en neironas de bos GRD (nervio
esplaciico) se mcrementa significativamente luege de producir
1k lesion ulcerosa en mnmabes experimentales. por lo que estas
petronas podnan coutnbair de matien mipoctaite al cuadio cli-
nico de los procesos dispépticos. Cabe anotar que si bien las
meuronas vagales del ganglio nodoso o cambian su respasesta o
pH acido despuds de la besion, su sensibilidad a pH parece de-
\dnq:eﬂn; (111 F.apcl i“W‘Lﬂ.I'III.' en 2l control de la secrecidn de
acido en el estémags [43].

En ratones carentes de la subunidad ASICS (beockonr de
ASICH) s la encontrado un déficit en la percepeion de estin=
los prodducidos poy soluciones dcidas [44], De hecho, en estos
animales se by genemdo la evidencia experomental de que esta
sitbuimndad moduln los sstinnilos dolorosos de alta oensidad
[45]. Lo que se encontrd fus que la latencia con la que los am-
males responden a un estimilo doloroso (en este caso s whlizd
la prueba de comorsiones inducidas por acide acético. plancha
caliente ¥ rail pincl) en los ratones knockont de ASICS se en-
cuairn raducida con respacta a In varizdad silvestre, Este afae-
T 50l se observa con estinmlos moderados. o infesrses. Cursos
saene, se ha obsenvado que evios nusizos annuales muestan
sgnos relacronados con dolor ante estunulos aparentamente
inecuios (por ejemplo, cunndo se manejan para canlialos de
Jjaulas, asearlos o administrarles medicamentos). Lo antenior ¢s
um hallazgo interesante, pero coniradictonio. ya que si el papel
de los ASIC3 se relacionn con la deteccion de estimalos doloro-
0, U esperarin Justanente lo contrano, s decir, que la laten-
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cin conn g s¢ detectan dichos estindos sea mayeor ¥ o nxenos
[45). Probablemente eshe efecio pamddiico se deba a una respues-
ta compensatona que conlleva a la sobreesgmesadn de obras molé-
citlis conw los TRPV ., o algie vanedad de sulaandades ASIC,

Las sefinles quinicas que se producen cunndo se somete in
tegiclo a etres inflamatorio (fales como la secrecion de interlen-
cina 2, factor de crecimicnio DErviDsd, seroloning, efc.) secuns
dagvo a datvo tsular merementan la expresion de ASIC3 en neu-
rosas de los GRD [46.47). Lo anrerior inckica la unpenanca de
esta subumidad en ln percepcidn del dolor ya que, ante sefiales
preinflmnatonas, s dispone de una canridad pagor de pocicep-
todes, o cual puede interpretarse como W Aummento & bn capa-
ciclad del orgamsamo para generar sefiales de alerta que bien po-
dria ademas conmibuir a explicar algunos cambios en el wanbral
de percepcidan de estinmlos dolososos.

Adicionabmente, algunos productos del metabolisno msmero-
bo, como el dckdo lactico, incrementnn de manem significativa
b commiente a través de los camles ASIC [48]. De la nusina aza-
nern, algunas otras sefiales que denotan muerte celular o dadio fi-
sular. como lo son el estimmiento de la membrana {que es debi-
do a la hipotomeidad que se produce par la liberacidn de K" al
espacio extracelular cnando existe necresis) v el dcido amquids-
e (pracursor de las prostraglondims v tromboxanos), iere-
meritan 1a cormiente de los ASIC en newronas de cercbelo [49],

En expenmentos conductuales Nevados a cabo en Inumanos,
se ha evaluado la participacion de los canales de tipo ASIC enla
percepeion del dolor que ocasiona el confacio con sustancins
acidas, Los expernmenios se realizaron admupushande sustan-
cias acidas (con pH < 5} a traves de wyescion subcutinga o me-
dinnite iontoforesic en voluntarios sanos (50,51, La sensacidn
de dolor inducida por la sustancia acida resulta inhibida por la
nmilorida ¥ por antiinflamatorios no esteroidens (ATNE: ver el
apartaco de *Farmacalogia”), lo que hace pensar que o] receptor
que transduee este estimulo quimico a sefales elécmicas anvia-
das al SNC es un nuembro dz 1a funilia de los ASIC,

Cabe sefialar que los descensos en ¢l pH extracelular son
capaces de producir despolanzaciones de magnimd suficiente
para e ln desearga de potenciales de aceton én las neviro-
s que expresan ASIC. Esto se ha demostrado, por gjemgplo, en
kas neuronas CAL dal hipocango v en bas de los GRD [52,53].
En ¢l caso de as neuronas de los GRD se requicre de descensos
de pH hasta aproximadamente 6,3 para que disparen potencin-
les de accitn. o que indica que el contacto con soluciones a ese
PH, ¥ por debajo de €l. devendri en wna sensacion dolorosa, he-
cho cque coincides con los experimentos conducruales [30,51).

Se ha sugerido que I combinncion de ASIC2a/ASIC2b par-
hicipa en la respuissta gustativa a los dcides [54,55] Mediante
Pécnicas mmnnohistoquinucas se han localizade dichas sub-
unidades ASIC en los quimisrreceptorss lingualas: adamis, Ins
coaTientes ionicns activadas por sustancias dcidas (acudo citmco,
acido clorhidnico, dcido acético, eic.) en los quindoreceptores
son andlogas a las producidas por cannles ASIC en otros siste-
mias, v son sensibles al bloqueo por amalorida. Sin embargo, el
rabén que carece de I subunsdad ASIC2a (brockon! de ASIC2a)
parece no tener déficit en In sensibilidad gustativa a los dcidos
[S6]. por lo que ot aatd en disensisn la participacién da los
ASIC en el muto. Una postble explicacion es que en msencia
de ASIC2a la funcion quedn compensadn por algin otro tipo de
receptor.

Otra modalidad sensorial en Ia cual se ha observado la pari-
cipacién de los ASIC es el tacto, ya que mtones buockant pam
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los canales ASICZa v ASICH presentan uwin dispunucion en la
sensacion tactil [44,57). Esto coincide con el hecho de que se ha
dermostrade que los ASIC2a ¢ ASICE se ubican én las termuna-
les nerviosas que mervan los foliculos palosos, complisculos de
Meissner, tenminales nerviosas lanceoladas v temminales nervio-
sas hibres de la prel. Estos resultados commoboran La iden de que
los ASIC participan de alguna manera en In mecanotransduc-
crim, hecho que no e sorprendente debado a la homologia que
presentin con las DEG, que en ¢l . efegavs son los mecane-
sensores presentes en la piel.

Se ha postulade que b presencia de los ASIC en el SNC,
especificamnente en el hipocampo v ln copeza [58.59). seria
importante en condiciones de 1squenna, ya que los descensos en
el pH incrementarian la dindmica de dispare de las newronas
que padecen el proceso isquémico, de manera que serin una se-
fial focal de alerta. Reciententente se ha demostrado que la saib-
wsrdad ASIC 1a participa directnmmente en L fistopatologia de la
saueenan en el SNC [2.80], ya que en ¢l mildn bockon de
ASICla el drea de dafie inducida por la oclusion de la arteria
cerebral media se reduce significarnamente; 1y zos isquémica
timnabieén sé rechsce con la mocromyecadn ntmcerebro-véntncii-
lar de amilosida (ver “Farmacologin’: concentmcion final esti-
mada: 100 ), o de la toston de tarintula PeTxl (ver “Farma-
cologia”; concentracion final estimada: 50 ng'mL) en ratones
silvestres, lo que denmestra que la nmerte neuronal se produce
por fendmenos secundarios a la activacion de ASICLa. Se pos-
mla que su activacion es debida al cambio de pH extracelnlar
camcterishico de la hipoxia, Bl proceso celular mediante el cual
ASICla desencadenaria la muerie celular seria la enfrada de
caleio extracelular a traves de este canal [61]. ya que <2 sobre-
cargaria de calcio el mrerior celular. lo que finalmente condu-
cirin a In apoptesis, Los amtores sugieren que el bloqueo de los
ASIC deberia considerarse como alternativg ferapéutica para el
tratpiento de Procesos que Cursan con isquemin cerebral.

Ademns de su participacion én situacionss patologicas, tany-
bién s¢ ha dado noticia de que los canales de tipo ASICLa parti-
cipan en el mantenimiento de la potencincion a lugo plazo (LTR,
del inglés lang verm potentiation) en ¢l hipocamngo, procese nei-
ronal quie se ha relacionado estrechamente con la memarin ¥ el
aprendizaje [62]. Los ratones brockons para ASIC1a fallan en el
mantenimiento de 1a LTP [63]. Esto se ha commoborado con proe-
bas conductunles, en las cnales los ratones carentes de L subumni-
dad mostraron un déficit en pruchas de memoria y aprendizaje
espacial. La explicacion de este importante fendineno se basa en
que las vesiculas simdpticas ghitamatérgcas liberadas por las
nenronas presindpiicas podrian acidificar el espacio sinaptico ¥
actovar al ASIC la, despolanzands bzeramente las neironas pos-
tsindpticas v liberando con ello ¢ bloques que, en condiciones
normalas, ejercen los iones Ma® en los receptores de glutamato
del tpo NMDA que, s2 sabe, son esenciales para el desarrollo de
In LTP (Fig. 1) [62.64]. Por otra papte, v de manera paradijica,
extd bien docinentado que los receptores del npo NMDA nenen
un sitio que e H” ¥ que disminuye la comiente idnica a ravés
de estos canales [10,11], hecho que también podria determunar
wma participacion significativa dell pH en Ia nevromodulacion de
In eramspisién sindptica [£.21].

FARMACOLOGIA

En relacion con la activacion (ganig) de estos canales, se ha
propussto um mecamsme relivunente novedoso, va que apa-
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rentemente el poro de los ASIC esth constimtivanente abierto,
pemo se encuenira blogueado por um 1dn de calcio. v bos H” com-
piten por su sitio de umon desplazandelo [65] (Fig. 3. Una vez
que &l 1on de caleio euth desplazado, es posible el paso de 1omes
de sodio (y calcio en ASIC 1a) a wavés del poro del canal [29,30,
61.66]. Por esta razdn, los ASIC se consideran como canales 16-
nicos activados por ligando, en este caso los H™.

En los ultimes afios. se L incrementado sigmificatrvamente
el miamero de heramientas famuncoldgicns cou las cuales estu-
diar los ASIC, El inico aponista copocido para todos ellos son
los H” [67]. v su antagomsta mnespecifico es b amilonda [20].
Entre les diferentes subunidades {cuando forman homomulsi-
e ) existe una sensibilidad diferenciada para ambeos: ASIC3
5 In mas sensible n los H” (pH, ; = 6.5}, v ASICIa ln mds sen=
sible & 1a amilorida (IC g, =10 p), La subunidad menos sensi-
ble a los H es ASIC2a (pHp o = 450 ¥ Is subanidad nyenos sens
sible a In amilorida es ASIC3 (1C g, = 60-100 p) [30].

Lo msetales pesados —algunoes de ellos relatvaments alamni-
dantes en el organismo, como €l cine {?_'n:‘_}. msdulan la res-
puesta de los ASIC a los H' [68.69]. Cabe destacar que el Zo'™
se libera en las terminales sindpticas hipocampales en las que
s¢ encueniva concentrado en las vesiculas sindpricas (en mngo
pinsal) v puede potencialimente resultar coliberads con ghitana-
oy H': de este modo, en ciermas condiciones competiria por ¢l
sitio de vnion de los protones (algim residuo aminodeido tmila-
ble comeo la histidinay. S¢ ha encontrado que el Zn™ tiene un
efecto paraddjico sobre las comentes ASIC, En dosis bajos pro-
duce un bloqueo de alta afinidad en las subumdades ASICLa, v
ASIC]a+2a, con una dosis efectiva media (1C,, ~ 10 nM) [69];
en altas concentraciones (10, ~ 100 pM) coactiva ASIC2a v
ASIC1a+2a [68.69].

El gadolinio (Gd*) es mmbién un bloqueador de los ASIC
con una afinidad relathvamente alin [T0]. Su efecto es mas po-
tente en Ins subunidndes ASIC3 y sobre el heterommultimero
ASIC2n+3. En ambos tiese una 10, ~ 50 phd El Gd™ es un bien
conesido bloqueador de mecanotransductores (al igual que otros
lantinidos). Clertos agentes qué contienen Gd™ se usan como
meddio de contraste para los estedios de resonancia magnética v,
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aupque s¢ hn considerado que dichos agentes som segimos, no
debee descartarse totabinente que pudieran tener algunas acciones
brobogicas, particulanuente en pacientes con dismupcion de La ba-
rrera hematoencefilica y en agquellos que tienen dafio renal. que
&4 [a vin de excrecion de dichos compasestos.

Los AINE comw, por gemplo, ¢l acido acetilealicilico, ¢l
tbuprofene, el diclofenaco v el naproxeno, tenen un efecto
bien conocide come inhibadores reversibles o imeversibles de
In ciclooxigennsa 11 {COM-1T), Debido a que los ASIC se expre-
SN e Deuronas nocicepivas se estudio 51 los AINE podrian
tener efectos ya sea directos o indirectos sobre los ASIC (adi-
cionnl al conocido sobge la COX-ID) [T1]. Se encoutro que [as
comrientes ibnicas activadas por H' mediadas por ASIC en las
newronns de los GRD quedan miubidas por los AINE. La inhs-
bicwdm de la conductanesn de los ASIC por los AINE se encuen-
tra en el rngo de concentracion (de 1 a 3 mAf) que dichos fir-
macos alcanzan cuando se uhilizan en la terapéutica para tratar
cefaleas. hipertermuia o mflamacién: ademas podna, indepen-
dientemente de su efecto sobre la CON-I1, constinur parte de la
explicacion del efecto antinflamatons v'o analgpésics de éstas
sustangias [72].

Vale In pena destacar que se lun deserito al menos dos toxi-
nas con efiecto selective sobre ASIC. La PeTxl. toxing pepridi-
ca adslada del veneno de la taciomla Pralmopoens caombridged.
es un potente ¥ especifico bloqueador de los hbomemuliimeros
de ASICIa (IC, = 0.9 nd) [T3]. La rostina APETx2, obtenida
de In aémonn manma Aeloplenra dlepamsissimag inhibe La sub-
unidad ASIC3 con vna IC;, = 63 nM [74]. El hecho de que en la
nanmaleza e havan [OXINAS CONCTelas parm esios
canales idnicos nos habla de su alta especificidad funcional ¥ de
st ampha distribucion filogenética.

Por iltimo, un canal idmico de la familia de los ENaC/DEG,
¢ FaNaC, clonado del camcol de jardin (Helo aspevsal, que se
activada con ¢l newopéptido FMEF-nuida (Plie-Met-Arg-Ple-
amda), suenta con ciena homologin en In secuencia de armings-
cidos con los ASIC. En mamiferos se ha demeontrado que los
newropéptidos relacionados con la FAMRF-amidn. particularmen-
te el newropéptido-FF ¥ ¢l nenropéptido-5F, tienen nna funcidn
moduladora sobre Las respuestas nociceptivas, efecto mediado a
traviés de la activacion de v receptor acoplado a proteinas G
[75]). Tambnén se ha demostrado qise tisito b FAMRF -anuda oo
los neuropéptidos relacionados no activan los canales ASIC por
si sodos: s embargo. merenentan sigrficatnamente la corren=
te de los ASIC evecada por H™. asi como la excirabilidad de las
newonas de los GRD [52.76], Estas noticias hacen hincapié en
qiie la uteraceiin éntre los netropdptidos relacionadas con la
FMRF-amida v ¢l canal ¢s directa, o sen. que ¢l efecto que tiecnen
sobre as comentes ASIC no eua mediado o través de su recep=
tor acoplade a proteinas . Esto ha permitido relacionar mas
estrechamente a los ASIC con la nocicepoidn. ¥ ampliar el alcan-
ce de la respuesta fisiologien producida por la liberacion de los
newropéiptidos relacionados con la FMEF-nmida en el sistema
nervieso, va que tendrian dos blaneos moleculares: un receptor
metabotropico acoplado a proteinas G, ¥ los ASIC,

Lo anterior podrin tener repercisiones fisiologieas relevan-
tes. debido a que ln activacién de los ASIC requiere descensos
de pH relativamente grandes. Sin dudn, dste es el problemn mis
interesante en relacién con los ASIC: realmente los protones
activan los ASIC en el SNC, o éste ¢s un epifendmeno ¥ ellos se
activan nomalnente por un ligando akn no ientificado? Como
sea, las evidencias a faver de bos protones come ligande de esta
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familia de canabes ¢s la mas abundante ¥ 1a que, por ¢f momwen-
o, tiene consenso en la comumnidad academmca [67].

OTRAS CORRIENTES IONICAS SENSIBLES AL pH
Los receptores vainilloides (TRFVI o VR 1) se expresan tipica-
merite en Nelronas nocicepioras. Su clonacion ha permutido s
estudio detallado v s¢ ha deserito que dichos receptores se acti-
v por distmtas sefales potencialmente nociceptivas, eutre
otras por descenvos de pH por debago de 6. por temperatizas
mayeras & 42 °C y por la capsaicing, qua s wno de los ingre-
chientes activos de los clules picantes [77.78]. En las peuronas
de los GRID, los receprores TRPYV | se expresan en las neuronas
con axones andelinicos (fibras C1 v en las newronas de las fibras
Al Los receptores del npo ASIC v TRPV] se distmbuyen en el
nnse gupe de nelomas, por Lo que se prensa que su funaon
&5 complementania.

Los canales de K™ de dos poros (4TMD-2F) del tipo TASK
(hie pare-demain acld sensinine K oannel) 22 han desenito
como el carrelato molecular de comentes de fuga sensibles al
pH [T9=51]. La sensibilidad al pH de las subunidades TASKI v
TASES se encuentra muy cercn del pH fisiolépieo. Estos cann-
les cuentan con una fomacologa muy bren caractenzada en la
que destacim los hechos de que sus agomstas son los anestési-
cos volatiles halotano e sofluormano, v de que resultan inhabidos
por acidosis, anandanida ¥ 2] rojo de nitenio, Ademas, reciban
una impaortante modnlacion negativa por parte del receptor mus-
carimeo M3 gque operm a traveés de protemas de tpo G, Se plen-
&30 (e eslos recepltores, que estin tan anplinnente distnbuidos
en el SNC, son los blancos moleculiges de los anestégcos vali-
tles, va que cuando la actividad de estos canales idmcos se -
cremeentn, disminuye considerablemente la excitabilidad de las
neronas gue bos expresan,

ASIC EX EL OIDO INTERNO

Diversos prupos de imvestigacion han esmdiade la presancia da
canales de la familia de los ENaCYdepenenina/ ASIC en el oido
intemno. La mavor parte de estos trabajos se han onentado a esni-
diar ¢l transporte ionmico en la coclea [82-84] o la mecinotrans-
duccida [85-57). Las subunidades o, vy de ENaC se expresan
e las regiones epiteliales v no epitehales de la cdclea, mxludo
el gnglio espiral. Se la propuesto que su funcion estd relaciona-
da con el mantamimianto da las bajas concentracionas da Na~
endolinfanco que contribuve a la generacion del potencial endo-
coclear [§2-84], lo enal explica en pane el desamollo de una sor-
dern cougénita en los rtones Srockont para ASICS [86].
Debido prncipalmente a que las degenennas (MECH v
MECIO) fumnlia a la cual pertenecen los ASIC (Fig. 1), se han
asociade con la mecanomansduceion, v a que la wansduccion
mecanoelécirica en las células ciliadas en vertebrados es sensi-
ble a la anulorida [85], varios auwtores han buscado en esta fanu-
lia de canales la probable identidad de los canales mecanatrans-
ductores de los sisteanas de células ahiadas [35-87]. Sm embar-
go. evidencins rectentes sugieren que los canales de mecano-
trisduccion en las células clindas de los vertebrados estin
relacionados con la familia de canales marsiaer recepror parese
nal (TRF) [89]; en particular, e ha demostrade que el blogueo
de la expresidn de genes que codifican para canales nompC en
¢l pez cebra interfieren con la mecanormsduccion en la linea
lateral [90.91]). Recientemente. s miormo de que Lo expresion
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del canal TRPAL (tambidén denominado ANKTMIL) en las oflu-
las ciliadas coineide con ¢ desarrollo de la mecanosensibilidad;
los anticuerpos anin TEPAT marcan los apices de los cilios (enla
region en que, s2 ha propuesto, 32 localizan los canales mecano-
transductores), ¥ la wlabicron de la expresion de los genes qie
codifican par el canal TRPA 1 mediante oligomicledtidos morfo-
linicos ~tanto en el pez cebra como en ratonas- inhibe la meca-
nosensibilidad de las células ciliadas, hecho que e acompaita
ademas de Lo inlubacion de b acuanulagion de wn mazador Huoe-
rescente (FMI=43) al cual estos canales son permeables [92]
Esztos rasuliadas apusitan de forma sy salida a la familia de ea-
nales TRP, ¥ no a los ENaC/DEG/ASIC, como I que nuds proba-
blemente subyace a la mecanomecepcion en oélulas ciliadas,
Mediante estudios de inmmnohistoquinica ¥ RT-PCR en la
coclea de randn, se ha deostrado la expresion de La subuandad
ASICE, predonunanteinsnte en las newonas del gangho espual
[86]. Igualmemnte en la cdclea. se lm observado con un modelo
de ratdn fmockour de ASICT (que incluve las variantes de spif
cirrg ASIC 2a o 2b) que esta subunidad datermina la exprasion
de cormentes wmicas activadas por H' en ¢l ganghio espiral, v
que podria pamicipar en la modulaaon de estimules auditivos
suprmrnbrales [93]. En el sistema vestibular de la rata se han
clomado dos sublundiades ASIC, la 4 v [a 1b [35.66]. ¥ a traves
de RT-PCR se amiplificd el ADN complementano (ADNC) para
estas subunidades. Su papel funcional ain no esta clare dentro
de esta modalidnd sansorial, y los autores no hacen propuesia
alguna respecto a su posible papel foncional en el vestibule,
Cabe hacer notar que otros canales sensibles al pH extrace-
Inalar, commo los receptores vamullodes (TRPV ). se han amplifi-
cado a traves de RT-PCR del aparato vestibular de la mia ['3‘-1-];
también en ¢l drgano de Corti s¢ ha desiante la expresion del
recepror TRPW], ¥ se enconmmd que su agonisia, la capsaicing,
meochifien I vespuestn towotopiea de les células de ln coclen [95].

MODULACTON DE LA DESCARGA AFERENTE
EN EL VEATIBULO POR pH EXTRACELULAR

MNuestro gropn de trabajo se ha interesado por el efecto modnula-
dor que tienen los protones sobre la actividad eléctrica aferente
del nervio vestbular [96]. El registro extmacelular multinmta-
e del nervie del canal senucwenlar postenior del vestibulo del
axolotl ha mostrade que la actividad elécinca de las neuronas
aferentes de los canales senucnculares es muy sensible & canr-
Bios dal pH axtracalular, v que la FMEF-amidn praduce un
efecto excitador sobre la descarga de las neuronas aferentes ves-
tibulares, En este mismo mabajo se demostro que dichos cam-
bios se deben en gan medida a la sensibalidad de los receptores
glitamatérmeos por los H™. De este mode, la evidenaa que re-
laciona al pH v Ia nevromedulacion v newwetransansion es cada
din mas alundanse.

La modulacion de la descarga de Ias neuronas aferentes ves-
tbulares por cambios en ¢l pH puede tener un unportante papel
funcienal, va que se ha propuesto (come lo mencionamos ante-
nomuented que las lemunales glhitamatérmeas liberan hidroge-
miones. Esto muplica que la bbersciom de nevrotransausor por
las celulas abadas gltmmatermeas [97,.98] puede produco coan-
bios significativos en el pH del medio acidificandolo, tal como
w2 ha demostrado que ocurre en la rerina [4.99, 100].

Anvén de la mfliencia *snaptica” que pudieran gercer los
profones que se [iberan junto con el nevrotransnusor, clertos cam-
bios sisténucos de pH podiiam ocunir durante estados de acidosis
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o alcalosts metabdlica. Se ha dado noticin de que estos cambios
tienien influencia en los sintomas de la enfermedad de Méniére
[101] ¥ peden ser una causa de recumrencia de vértigo en paciens
tes con disfimeion vestibular [102]. Por ofre lado, se ha obsena-
do que estinndos eléstricos sumilares a los wilizados en implantes
cocleares producen unportantes cambios en el pH en In regadn
advacente al electrodo de esimulacion, hecho que podin contri-
buar simficativanente a la respaesta newronal que provocan di-
chos electrodos, ¥ explicar algunes de los fepdmenos sensoriales
ipe 5¢ observan en pacientes con estos implantes [103],

CONCLUSIONES

Los canales ASIC se encuentran distnbindes amphamente en el
SNC y peniférico en nury diversas especies. Estan directamente
relacionados con la percepenin del dolor v som i blaneo frma-
cologico adicional de los AINE. Desempetan un mportate
papel en el tacto ¥ s¢ dismibuyen en vanos de bos receptores
espeecializados en esta madalidad sensorial. Igualmente parecen
participar en Ia percepeion dal sabar feido. Su fimeisn mas
inrgante s& encuentra en el SNC. A juzgar por los resuliados
experimentales presentados hosta el momento. es altmmente
probable que panicipen activamente en la newrotransmision,
sobre todo en sinapsis glviamatérgicas, La defimicion precisa de
st papel fimcional abre guevas vine de prestigacion que segu-
ramente contribuirin a mestra comprensicn de los complajos
procesos de seflalizacion celular que ooumen en el SNC. v que
apumtan hacia una concepeion que rebasa con macho el concep-
to tradicional de la transmision sinaptica mediada por un newro-
ransinsor ¥ i conjunto de receprores excitadores o mbubido-
res, Actuahmente, luego de descubnnuentos como el relacrona-
do con ¢l papel del dxido nitmieo [104.105], estamos obligados a
pensar en procesos de connmicacion puntual (sinapsis clisicas)
¥ o procesos de comusucacion dependientes del estado meta-
bélico v de la actividad de grupos neuronales (no ya neuronas
icas) altamente modulables. Es de destacar In funcién que de-
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sempeian los ASIC en la fisiopatalogia del choque isquémico,
La evidencia experimental indica que participan de forma im-
portante en fendmenos de exciroxicidad v los sefala como los
principales responsables de la sobrecarga de caleio intracelular
aee coniduge a ln muerte newronal, Se ba sugerido que una estra-
tegma terapéutica que apunte hacia el bloguee de estos canales
podria prevenir el crecinuento de la rona isquémica ocasionads
por la eclusion de win artena,

Avn quedan algunas pregumias fimdamentales por respon-
der con respecio a los ASIC: Jexisten ligandos especificos a los
ASIC en el SNC de los mamiferos? O, como se ho pensado,
;son realmente los protones el ligando especifico?, [conio e su
interacciin con otro tipo dé receptones, cono los NMDA? [ Exis-
ten otros nuenbros de esta fmulia de receplores?

Precisar Ia fisiologia de los ASIC en los préocimos afios po-
dria sér la clave para encontrar mievias allerativas rempéiicas
ante problenus como el wmatanuento del dolor, Aungue éste es 1
canpo de nvestigacion relativamente reciente, las perspectivas
para In anvestipaciin basiea ¥ elinica son excelentes, Uno de los
aspactos My interesantas e |a bisquada de blogquendores, da
orgen natitral o stétco, especificos para cada una de 1as subu-
midades que componen estos canales idacos: en esta direccion el
grupo de Lazdunski en Fraseia ha hecho una considerable apor-
tacidn con el aislamdento de dos toxinas especificas (ver ‘Famsa-
cologia’). Con el auxilio de estas herrmmentas ha sido posible,
por ajemplo, disscar la fincién da ASIC1a en [a fisiopatalogin
del proceso iquénuco. Definr el papel diferencial de las subnu-
dades ASIC parece primordial, ya que su expresion se fraslapa
e casi todos los tipos celulares en los que se ha esmdiado, v ha
crendo ~de algim modo- confiridn acerca de su funcin, por ello
parece mdispensable contar con herranuentas famsacologicas
mds especificas v selectivas, Definir con precision la participa-
citn de estos canales en la tansmision sindptica en el sistema
nervioso, ksl como su papel e los procesos de aprendizaje cons-
tifuye ol aspecto que por s relevancia tiene wn gran mmpacto
potencinl en el desamollo de las neusociencins.
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CANALES JONICOS SENSIBLES A L4 CONCENTRACION
EXTRACELULAR DE PROTONES: ESTRUCTURA,

FUNCION, FARMACOLOGIA ¥ FISIOPATOLOGIA

Resirmen. Objetive. Realizar uea revigidn sabre lax canales adni-
cor ASIC facad sensmg ion chanmels), lor cualis 1o han imestigads
mduamente desde st clonacidn; re ka padido demartrar si parti-
cipacidn en diversas modalidades sensoniales inclurda lo nocicep-
cign, agd cona en la frarsmiside sindpiica, procesos de memarin ¥
aprendizaje v eif la firiopatelogia del dafle por isqueaiia cerebral,
Desamrollo. La concentracidn de profones en el ongamizmo et
regrlada de marers my eHIChs pov dENNRes SIThemES Sororigin -
dores. Cambios drdsiices de pH 2¢ generar dnicamente bafe cou-
diciones patelégicas come la isquemia; sin embargs, algimes pro-
cesas fisioldgicos prodiicen cambies locales de pf eurecelular
Recietemente, 1¢ ha clonrds una mueva feoeilin de recoprones de
profenes canocidn coma ASIC. Estos son canales i6micos qine 5¢
encuentran inacives of pH fisiolégico (7.4) v re acnvan ciande of
PH desctends, son permeables al idn de sodio y en menor medide
al e caleio, v ol actvarse inerementan Ta sveitabilidad de In edli-
I gure lax axpresa, Se encwentran dismibuider amphamenie an of
sistema nerviato central v perifirico. asi come en epitelios espe-
ciplizades. En las dirimas aflos v estvdio se ba intensificads dabi-
Ao a i papel en la nocicapeidn. e la percepeidn gustasiva, en Iz
poteiiciacicn de lorga divacidn v en lo fisiopatelogia de fa isque-
mia cerebral, Conclustones. v exta revizidn se discuten los aspec-
tok ioleculares, fisioldgicas v farmacologia de los ASIC, s parti-
cipacién en algumos procesor pateldgicos v las perspeciiias de
nrvesigacton basiea v elinica e e300 IRCIPIENGE SaIMpo di it
gocidir. [REV NEUROL 2005; 41: 667-75]

Palabray olove, ASIC. Hnnfag{cr. Meranapransdiccion Nermin.
dilacidn. Nocicaperdn, Protanes.
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ASIC ESTRUCTURA Y FUNCION
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CANATS JONICOS SENSIVEIS A CONCENTRACAD
EXTRACELULAR DE PROTOES: ESTRUTURMA,

FUNCAQ, FARMACOLOGIA E FISIOPATOLOGIA

Resnmo. Ojective. Realizar ima revisda sobre as camais idnicas
ASIC facid semsing 1on channels), or quais rdor sido amplamente
pvestigados desde o sun clapagem; conteguin-se denoniiar o sun
parncipapdo em diversas modaldades sensorials inclinds @ reci-
COpIaNT, aIIim Come NG WARINLIAG TAPHea, proverses de me-
midiia ¢ dprendizagen ¢ na fisiopatalegio da lesde devide o i
miin cerebinl. Deservolvimento. A covcentragdo de proldes it or-
grmiamo car regulnda de manein muite dgereaa por disintes g
temas amoriecedores. Alferagdes drdsticas de pH ocorrem uni-
camente sob condipdes patoldgicas come @ LEQIEmE; N enfarig,
alpunt procestos firioldgicons prodicem alieragdes locais de pH o
mracelular Recentemente, clanow-se wina mova familio de recopro-
res die profdes confecids coma ASIC. Extes 58 canais idricos qine
I enconmam mackvados com pif fisioldgico (74), sendo aciva.
dos com o deseida do pH, sfo pemedveis aos ides de sodio e om
miiar gran dat de edleio, @ ao Serm aetvadas siaalam @ eei-
mbiltdade da edlula que s mprezsa, Encontram.ze amplamante
distribuidos ne sistema nevose central e penférice, assin como
ent apitilios especializadas. Nos ilfimos awas o sen estido mbemsi-
Sicou-re dovide ao sen papel coma nocicaptor; na peve gurta-
v, i pedeniciagde de forpa duracde ¢ ma fistoparelogia do i
guemtn cervbral, Conclusdes. Nesta revisdo sdo discutidos or as-
pectas insleculares, fisioldgicos ¢ a farmacologia dos ASIC, o sua
parnicipagdo em alguns processes pateldgicas ¢ as pevIpactvar de
nPvesT basica ¢ clinica neste mepimite compa de imentgapds,
[REV NEUROL 2005; 41 667-78]

Palavras chave, ASIC. Firiologia, Mecanotransdugdo. Newromo.
dulagdo, Nocicapeor Protdes.
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