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Resumen 

Diversas evidencias muestran la expresión de receptores muscarínicos y 

nicotínicos en las células ciliadas y en las neuronas aferentes del vestíbulo. Éstos 

receptores participan en la modulación eferente de la actividad eléctrica de las 

neuronas aferentes. Sin embargo los mecanismos celulares que subyacen a este 

control postsináptico en las neuronas se desconocen. El propósito de este trabajo 

fue demostrar que la activación de los receptores muscarínicos en las neuronas 

aferentes vestibulares inhibe una corriente de potasio tipo M, lo cual modifica la 

actividad eléctrica de las neuronas aferentes modulando así su ganancia ante la 

entrada sináptica proveniente de las células ciliadas y su actividad eléctrica en 

respuesta a estímulos mecánicos. 

 Realizamos registros utilizando la técnica de patch clamp en la 

configuración de célula completa, en neuronas aferentes vestibulares aisladas de 

ratas Wistar (días postparto 7-10) que se mantuvieron en cultivo primario (18-24 

h). La corriente M (IK,M) fue estudiada durante su desactivación al aplicar un pulso 

hiperpolarizante a -60 mV. En el 68 % (n = 97) de las células estudiadas, aquellas 

con alrededor de 42 pF de capacitancia de membrana, la aplicación de los 

bloqueadores selectivos de los canales KCNQ linopirdina y XE-991 disminuyeron 

la amplitud de la corriente IK,M en un 54% ± 7% y 50% ± 3% respectivamente. El 

agonista muscarínico oxotremorina-M también disminuyó significativamente la 

corriente IK,M en un 58% ± 12%. El efecto de oxotremorina-M fue bloqueado por 

atropina, corroborando su naturaleza colinérgica. El bloqueador selectivo de los 

canales erg E-4031 no modificó significativamente la amplitud de la corriente IK,M. 

En experimentos de fijación de corriente, linopirdina, XE-991 y oxotremorina-M 



modificaron la descarga de las neuronas en respuesta a pulsos de corriente, 

aumentando su frecuencia de descarga de potenciales de acción. Finalmente 

realizamos experimentos para estudiar la participación de la PLC en la inhibición 

de la IK,M, nuestros resultados mostraron que en las neuronas aferentes 

vestibulares, la inhibición de la PLC (mediante la aplicación del inhibidor selectivo 

U73122 10 M) atenúa significativamente el efecto inhibidor de oxo-M sobre la 

corriente IK,M. Observamos que el efecto de U73122 fue específico ya que al 

utilizar su análogo inactivo el U73343 no obtuvimos reducción significativa en el 

efecto inhibidor de oxo-M. También encontramos que la depleción intracelular de 

PIP2 mediante el uso de poli-L-lisina reduce la amplitud de la corriente IK,M. 

 Nuestros resultados indican que las neuronas aferentes vestibulares con 

mayor diámetro somático (muy probablemente las neuronas con terminales en 

cáliz) expresan la corriente IK,M y que la modulación de esta corriente por 

activación de los receptores muscarínicos constituye un mecanismo celular 

fundamental mediante el cual el sistema eferente controla la ganancia del sistema 

aferente en el vestíbulo.  

 
 



1. INTRODUCCION 

1.1 Generalidades 

El oído interno en los mamíferos está formado por la cóclea y el aparato 

vestibular. Este último tiene como funciones: generar un marco de referencia 

egocéntrico y de la velocidad de desplazamiento del sujeto en su entorno, generar 

señales que contribuyen a mantener el equilibrio (ajustando la actividad muscular 

y la posición corporal), y contribuir a la estabilización de la posición de los ojos. En 

en estos procesos participan de forma conjunta la información vestibular, la 

información visual y la somatosensorial para generar respuestas motoras 

apropiadas. La integración de esta información se realiza a nivel central tanto en 

los núcleos vestibulares como en el cerebelo y en los núcleos oculomotores 

(Gacek, 1980).  

 En los mamiferos, el aparato vestibular está formado por dos órganos 

otolíticos (utrículo y sáculo), los cuales detectan aceleraciones lineales y tres 

canales semicirculares (lateral, posterior y anterior) que detectan aceleraciones 

angulares (Wersäll y Bagger-Sjöbäck, 1974) (Figura 1).  

Figura 1. Esquema del sistema 

vestibular. El vestíbulo está 

formado por tres canales 

semicirculares: anterior, 

posterior y horizontal, los cuales 

detectan aceleraciones 

angulares y dos órganos 

otolíticos: utrículo y sáculo, que 

responden a las aceleraciones 

lineales. 



 El sistema vestibular difiere de otros sentidos en muchos aspectos. 

Notablemente, el procesamiento vestibular a nivel central es altamente 

convergente y polimodal. Por ejemplo, interacciones canal/otolito tienen lugar en el 

tallo cerebral y cerebelo inmediatamente en la primera sinapsis. Además las 

interacciones visuo vestibular y propioceptivo-vestibular ocurren a todos los 

niveles vestibulares centrales y son vitales para el control de la postura y la 

estabilización de la mirada. Debido a la extensa convergencia multimodal con 

señales motoras y sensitivas, la estimulación vestibular no produce por sí misma 

una sensación consciente. Sin embargo el sistema vestibular juega un papel 

importante en la vida diaria porque contribuye a una gran variedad de funciones, 

desde actividades reflejas hasta altos niveles de percepción y conciencia (Angelaki 

y Cullen, 2008). 

 

1.2 Células ciliadas 

 El epitelio sensorial del laberinto membranoso está formado por células 

especializadas en la mecanorrecepción denominadas células ciliadas, las cuales 

se dividen en tipo I y tipo II, tomando como principal criterio la forma de la sinapsis 

aferente (Figura 2). En los mamíferos, las células tipo I tienen forma de ánfora y 

las fibras aferentes hacen sinapsis con ellas formando un cáliz que rodea la 

porción basolateral de la célula. Las células tipo II son cilíndricas y las fibras 

aferente y eferente hacen contacto directo en forma de botón sináptico con la 

célula ciliada (Young, 1984; Anniko, 1988). 

  



1.3 Neuronas aferentes vestibulares 

Los órganos vestibulares son inervados por neuronas aferentes y eferentes. 

Las neuronas aferentes son de tipo bipolar, inervan las células ciliadas en el 

vestíbulo y envían axones hacia los núcleos vestibulares en el mesencéfalo y al 

cerebelo (Bäurle y Guilding, 1998). Los cuerpos celulares de las neuronas 

aferentes se encuentran en el ganglio vestibular también llamado ganglio de 

Scarpa (Figura 3).  

  

Figura 2. Esquema de las células 

ciliadas tipo I y II. Las células tipo I 

tienen la parte basolateral rodeada 

por un cáliz formado por la 

neurona aferente, sobre ésta 

estructura hacen contacto las 

terminales eferentes. Las células 

ciliadas tipo II tienen el cuerpo de 

forma cilíndrica, y hacen contacto 

sináptico en forma de botón con la 

neurona aferente. La neurona 

eferente hace sinapsis 

directamente sobre la célula 

ciliada. Tomado de Eatock y 

Hutzler, 1992. 

 Las neuronas aferentes vestibulares tienen diámetros somáticos variables 

que van desde 8 µm hasta 35 µm según la especie. El número de neuronas por 

ganglio también varía según la especie, en el axolotl existen 1987 ± 131 neuronas 



(Limón, 1998), en el gato se han cuantificado 12376 neuronas, en la chinchilla 

7772, en el conejillo de indias 8231, en la rata 8449 y en el humano 18500 (Bäurle 

y Guildin, 1998). Los cuerpos celulares de las neuronas aferentes vestibulares se 

encuentran normalmente mielinizados excepto -curiosamente- en el hombre 

(Ylikoski, 1983). En la rata, la mielina que rodea el cuerpo y las dendritas de la 

neurona, es de tipo compacta y expresa la glicoproteína (P0), indicando que la 

mielinización se realiza por células de Schwann. La mielina que rodea al axón mas 

allá de la zona de transición es exclusivamente de tipo central ya que expresa a la 

proteína básica de mielina (Toesca, 1996). 

El diámetro de las fibras aferentes está relacionado con el tipo de contacto 

sináptico entre la aferente y la célula ciliada. En los mamíferos las fibras gruesas 

establecen sinapsis en forma de cáliz con las células ciliadas tipo I, las fibras 

delgadas en forma de botón con células ciliadas tipo II y las de diámetro 

intermedio pueden ser dimórficas, es decir, pueden tener ambos tipos de sinapsis 

y contactar tanto células tipo I como tipo II (Fernández y cols., 1988). En el caso 

de los anfibios, existe también una distribución de diámetros de las fibras 

aferentes que va de gruesas a delgadas a pesar de que las terminales sinápticas 

Figura 3. Esquema de una 

neurona aferente vestibular y sus 

relaciones sinápticas. A nivel 

periférico establece contacto 

sináptico con la célula ciliada. A 

nivel central con neuronas de 

segundo orden, en los núcleos 

vestibulares (algunas aferentes 

pudieran proyectar directamente a 

cerebelo). 



son todas en forma de botón (Honrubia y cols., 1984; Soto y cols., 1994a; 

Guevara, 1995). 

 Las neuronas aferentes vestibulares constituyen una población 

heterogénea, lo cual refleja la presencia de vías que posiblemente contribuyen a 

los procesos de segregación de la información vestibular. Éstas neuronas han sido 

clasificadas basándose en su patrón de descarga basal (en ausencia de un 

estímulo externo) en regulares e irregulares (Baird y cols., 1988; Curthoys, 1982; 

Estes y cols., 1975; Goldberg y cols., 1990a; Goldberg y cols., 1990b; Schneider y 

Tabla I. Características de las neuronas aferentes con descarga regular e irregular registradas 

en el nervio vestibular de mamíferos. 

Descarga Irregular Descarga regular 
aNeuronas con axones gruesos y 
medianos que inervan las zonas centrales 
y estriolares, formando sinapsis tipo cáliz 
y dimórficas con las células ciliadas. 
 

Neuronas con axones medianos y 
delgados que inervan las zonas 
periféricas y forman sinapsis en forma de 
botón y dimórficas. 

bRespuestas fásico-tónicas, incluyendo 
sensibilidad a la velocidad del 
desplazamiento de la cúpula o la 
otoconia. 
 

Respuestas tónicas, que es lo esperado 
para la macromecánica de los órganos 
vestibulares. 

bAlta sensibilidad a fuerzas lineales o 
angulares que actúan en la cabeza. 
 

Baja sensibilidad a fuerzas lineales o 
angulares. 

cAlta respuesta a la estimulación de las 
fibras eferentes. 
 

Baja respuesta a la estimulación eléctrica 
de las fibras eferentes. 

dBajos umbrales a estímulos cortos y 
altas respuestas a corrientes galvánicas 
constantes (ambas en el líquido 
perilinfático) 

Altos umbrales a pequeñas respuestas a 
los mismos estímulos. 

 
aGoldberg y Fernández, 1977; Yagi y cols., 1977; Baird y cols., 1988; Goldberg y cols., 1990a; 
Lysakowski y cols., 1995. bGoldberg y Fernández 1971; Yagi y cols., 1977; Baird y cols., 1988; 
Goldberg y cols., 1990b; Lysakowski y cols., 1995. cGoldberg y Fernández, 1980; Mc Cue y 
Guinan 1994. dEzure y cols., 1983; Goldberg y cols., 1984, 1987; Brontë-Stewart y Lisberg, 
1994.  
 



Anderson, 1976; Tomko y cols., 1981; Yagi y cols, 1977), sus principales 

características se muestran en la Tabla I. 

 En la rata y en el gato, la proteína fijadora de calcio calbindina, sólo se 

encuentra en una subpoblación de neuronas grandes (Sans y cols., 1986, 

Demêmes y cols., 1992 y Bäurle y cols., 1997). En la rata existe además otra 

subpoblación de neuronas pequeñas que es positiva a calretinina. Las dos 

subpoblaciones positivas para proteínas fijadoras de calcio también expresan gran 

cantidad de neurofilamentos en el citoplasma.  

 

1.3.1 Corrientes iónicas dependientes de voltaje en las neuronas aferentes 

vestibulares 

 La descarga en las neuronas aferentes vestibulares está determinada por la 

entrada sináptica y por sus propiedades intrínsecas (Goldberg y cols., 1984). En 

neuronas aferentes vestibulares de ratón aisladas en forma aguda, se describieron 

un conjunto de corrientes de Ca2+ activadas por voltajes altos (HVA) que 

corresponden a corrientes tipo L, N, P y Q. Todas estas corrientes identificadas 

con base en su sensibilidad a toxinas y bloqueadores. En las neuronas de mayor 

diámetro, se encontró una corriente de Ca2+ que se activa a voltajes bajos (LVA) 

(Desmadryl y cols., 1997). El mismo grupo, en 1999 describió el desarrollo de las 

corrientes de Ca2+ durante la etapa embrionaria (E). Encontraron dos poblaciones 

neuronales de acuerdo a la amplitud de la corriente de calcio de bajo umbral 

durante el desarrollo embrionario. En una población, la densidad de esta corriente 

empieza a disminuir entre la etapa E17 y el nacimiento, tendiendo a desaparecer 

en etapas más adultas. En la otra población, se observa el proceso contrario, a 



partir de E17 aumenta la densidad promedio de esta corriente. En relación con las 

corrientes tipo L sensible a dihidropiridinas encontraron que ésta permanece 

constante desde E15 hasta el nacimiento. Las corrientes tipo N y Q (discernidas 

usando -conotoxina GVIA e IVA) incrementaron su magnitud de forma continua. 

Por su parte, la corriente tipo P sensible a bajas concentraciones de -conotoxina 

IVA, se incrementa notablemente en los días E15 a E17 y luego decrece de forma 

significativa. El cambio que encuentran en las corrientes tipo LVA y en la corriente 

tipo P coincide con los máximos de crecimiento neuronal y la formación de 

sinapsis, lo que sugiere un papel específico para las corrientes de Ca2+ en la 

ontogenia de las neuronas aferentes (Chambard y cols., 1999).  

 En neuronas del ganglio vestibular de ratón y en la rata también se ha 

encontrado una corriente de sodio sensible a TTX (Chabbert y cols., 1997; Soto y 

cols., 2002). Así como tres corrientes de potasio dependientes de voltaje en 

neuronas aisladas del ganglio vestibular del ratón neonato. La primera corriente es 

sensible a TEA pero no a 4 AP (ITEA), esta corriente se activa lentamente (m = 

38.4 ms) alrededor de -40 mV e inactiva el 84% durante pulsos de 10 segundos 

(Figura 4). La segunda corriente es sensible a 0.5 mM de 4 AP (Figura 4)  y -

dendrotoxina (IDTX), la activación de esta corriente comienza en -60 mV y su 

cinética es 10 veces más rápida que ITEA e inactiva sólo el 19%. La tercera 

corriente también es sensible a 4 AP pero su sensibilidad es menor (máximo 

bloqueo a 2 mM, Figura 4); es sensible a la "sustancia depresora de la sangre 

(BDS-1)" (IBDS). Esta corriente se activa alrededor de -60 mV (m = 2.3 ms) e 

inactiva completamente en función del voltaje con una V1/2 de -65.8 mV. ITEA, IDTX 



e IBDS se encontraron en el 100% de las neuronas estudiadas (Figura 4) (Chabbert 

y cols, 2001a).  En nuestro laboratorio reportamos además la expresión de la 

corriente de potasio activada por Ca2+, esta corriente está formada por una 

corriente de alta conductancia (BK), una de conductancia intermedia (IK), una de 

 

 

 

 

Figura 4. Separación farmacológica de 

los diferentes componentes de la 

corriente de potasio, utilizando 4-

aminopiridina (4-AP) y tetraetilamonio 

(TEA). En A, trazos representativos 

provocados a -10 mV desde un potencial 

de sotenimiento de -100 mV, solución 

control (1), presencia de 0.1 mM de 4-AP 

(2), 2mM de 4-AP (3), y 40 mM TEA (4) 

en la misma célula. Las dos corrientes 

sensibles a 4-AP (B y C) y la corriente 

sensible a TEA (D). En E, la aplicación 

secuencial de dosis crecientes de TEA, 

seguidas de la perfusión de 0.1 y 2 mM 

de 4-AP.  Tomado de Chabbert y cols., 

2001a. 

 



baja conductancia (SK) y una corriente resistente a los bloqueadores de las 

corrientes de K+ activadas por Ca2+ que denominamos como resistente (IR) 

(Figura 5) (Limón y cols., 2005). La expresión de dichas corrientes está 

correlacionada con la capacitancia de las neuronas aferentes vestibulares, así 

como con la expresión de la corriente de Ca2+ tipo LVA. La corriente tipo BK se 

expresó preferencialmente en las células que también expresan la corriente de 

Ca2+ LVA. Experimentos con fijación de corriente mostraron que la corriente BK 

participa de forma significativa en la determinación de la descarga de las aferentes 

vestibulares en la rata. 



Adicionalmente, resultados preliminares de nuestro grupo de investigación indican 

que las neuronas aferentes vestibulares expresan una corriente de K+ activada por 

Na+ (Soto y cols., 2006) y una corriente de K+ rectificadora de entrada (Ih) cuya 

densidad es significativamente mayor en neuronas de ratas adultas en 

Figura 5. Subtipos de corrientes de potasio activadas por calcio en las neuronas aferentes 

vestibulares. En A y B se muestra el efecto de apamina e iberiotoxina (IbTx, 100 nM en ambos 

casos) sobre la corriente saliente provocada con un pulso a 50 mV con un potencial de 

sostenimiento de -60 mV. Arriba, la corriente control, en medio, durante la perfusión de la toxina y 

abajo la corriente sensible a la toxina obtenida por sustracción. En C, el efecto de caribdotoxina 

(ChTx, 100 nM) sobre la corriente resistente a apamina e IbTx. La perfusión de caribdotoxina 

después de bloquear la corriente de alta conductancia (BK) y de baja conductancia (SK) permitió 

el aislamiento de la corriente de conductancia intermedia (IK). Tomado de Limón y cols., 2005. 



comparación a la Ih de neuronas de ratas neonatas (Soto y cols., 2008a). 

 

1.4 Sinapsis célula ciliada-neurona aferente  

El tipo de sinapsis entre la neurona aferente y la célula ciliada se ha usado 

desde 1956 para clasificar a éstas últimas en dos tipos. En las células ciliadas tipo 

I, la neurona aferente forma un cáliz que rodea la región basolateral de la célula 

ciliada; en las células ciliadas tipo II, la sinapsis es en forma de botón (Wersäll, 

1956). Este arreglo estructural determina que la célula blanco de la inervación 

eferente sea diferente en cada caso (Figura 2). En las células ciliadas tipo I, las 

fibras eferentes (de control) establecen contacto presináptico sobre las neuronas 

aferentes, mientras que en las células ciliadas tipo II, las neuronas eferentes 

hacen contacto sináptico directamente sobre las células ciliadas.  

 La estructura sináptica formada entre las células ciliadas tipo I y las 

neuronas aferentes, depende de receptores en la membrana de ambas células. Se 

ha sugerido que tanto la formación como el mantenimiento de la sinapsis se debe 

al Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro (Brain-derived neurotrophic factor -

BDNF-) el cual serviría como puente entre el receptor a tirosina cinasa B en la 

neurona aferente (Tirosine receptor kinase -TrkB-, receptor de alta afinidad para el 

BDNF) y el receptor TrKB truncado presente en la célula ciliada tipo I. Por lo tanto, 

el 34% de las neuronas del ganglio vestibular que no expresan el receptor TrkB 

(Ernfors y cols., 1995; Fritzsch y cols., 1997) no podrían formar sinapsis en forma 

de cáliz. Lo que sugiere además, que el tipo de sinapsis que se forma estaría 

determinado por la célula ciliada, lo que podría explicar la existencia de las fibras 

dimórficas, ya que si una fibra aferente inerva a dos células ciliadas y solo una de 



ellas expresa el receptor TrkB truncado, con esa célula ciliada formará una 

sinapsis en forma de cáliz y con la otra, simplemente en forma de botón. 

 

1.5 Neurotransmisión aferente 

Las neuronas aferentes del sistema vestibular aún en ausencia de 

estimulación presentan descarga eléctrica basal, la cual es provocada por la 

liberación de neurotransmisor de las células ciliadas. Se ha demostrado que la 

transmisión sináptica entre las células ciliadas y las neuronas aferentes tanto en el 

sistema vestibular como en la cóclea es mediada principalmente por glutamato 

(Annoni y cols., 1984; Soto y Vega, 1988; Prigioni y cols., 1990; Puel y cols., 

1991a y 1991b y Ruel y cols., 1999). Diversos trabajos tanto electrofisiológicos, 

como inmunohistoquímicos y de biología molecular, sugieren que en la sinapsis 

aferente participan receptores a glutamato de tipo NMDA y también de tipo no-

NMDA. En los roedores, durante el desarrollo se ha detectado la expresión de la 

subunidad NR1 y posteriormente, las terminales en forma de cáliz expresan las 

subunidades NR1, NR2A y NR2B. En cambio las células ciliadas tipo II así como 

sus terminales en forma de botón no expresan estas subunidades (Ishiyama y 

cols., 2002; Puyal y cols., 2002). En el ganglio vestibular de la rata se expresan las 

subunidades NR1, moderadamente NR2B y NR2D y en menor proporción NR2A y 

NR2C (Niedzielski y Wenthold, 1995). La aplicación de AMPA y glutamato en las 

neuronas vestibulares en cultivo aisladas del ratón, incrementa la concentración 

de Ca2+ intracelular a través de receptores AMPA formados por las subunidades 

GluR2/3 y GluR4 (Rabejac y cols., 1997). En el ganglio vestibular de la rata se ha 

encontrado la expresión de las subunidades GluR2-4, GluR5 y 6 y KA1 y 2, las 



subunidades GluR1 y 7 parecen no estar presentes en el vestíbulo (Demêmes y 

cols., 1995; Matsubara y cols., 1999; Soto y Vega, 1988; Dechesne y cols., 1991). 

Sin embargo, hasta el momento se desconoce si existen subpoblaciones 

neuronales según el tipo de receptor presente en las neuronas aferentes, y que 

papel específico desempeña cada subtipo de receptor. Por ejemplo se ha sugerido 

que los receptores tipo NMDA están relacionados con respuestas de larga 

duración, en tanto los receptores AMPA determinarían la actividad basal y las 

respuestas de tipo fásico (Soto y Vega, 1988; Soto y cols., 1994b).  

 

 

1.5.1 Modulación de la neurotransmisión aferente 

Existen reportes que sugieren que la activación de ciertos receptores en la 

membrana postsináptica modulan la descarga aferente vestibular. Tal es el caso 

de los receptores a opioides  que potencian la respuesta de las neuronas 

aferentes al agonista AMPA en vestíbulo de ajolote (Vega y Soto, 2003). En el 

vestíbulo de mamífero mediante técnicas de biología molecular se encontró que el 

receptor opioide  se expresa en el soma de las neuronas aferentes, en las 

terminales en forma de cáliz, dimórficas y en botón. No se observó reactividad a 

este receptor en las fibras eferentes (Popper y cols., 2004). Sin embargo el 

mecanismo celular, por el cual la activación del receptor opioide facilita la 

descarga aferente aún se desconoce.  

 El óxido nítrico (NO) también incrementa la descarga aferente; sin embargo, 

no se conoce el mecanismo celular involucrado. A través de la técnica de la 

NADPH-diaforasa se encontró una marcada reacción a esta enzima en las células 



ciliadas del sistema vestibular del ajolote, así como en algunas fibras que inervan 

el epitelio y en los somas de las neuronas aferentes vestibulares (Flores y cols., 

1996). Mediante registros de la actividad de las fibras aferentes se ha encontrado 

que los inhibidores de la sintasa de NO inhiben la actividad eléctrica de las fibras 

aferentes, mientras que la perfusión de donadores de NO, tuvieron un efecto dual 

(Flores y cols., 2001). Estos resultados sugieren la participación del NO en la 

codificación sensorial del vestíbulo y de acuerdo a estos resultados podría tener 

un papel facilitador sobre la descarga basal y la respuesta a estímulos mecánicos. 

En el sistema vestibular del cobayo mediante el uso del indicador fluorescente 

diacetato 4,5-diaminofluoresceina, se demostró la producción de NO en las células 

ciliadas del utrículo (Takumida y Anniko, 2001).  Posteriormente se estudió la 

expresión de la sintasa de NO neuronal (nNOS) e inducible (iNOS) así como de 

nitrotirosina.  La nNOS y la iNOS son sobreexpresadas en el epitelio vestibular 

cuando los cobayos son  tratados con gentamicina después de 7 días. La 

nitrotirosina incrementa sus niveles en las terminales aferentes en forma de cáliz 

(Hong y cols., 2006). En células ciliadas aisladas de la cresta de los canales 

semicirculares de la rata, se demostró que el NO inhibe la corriente de calcio de 

manera independiente de voltaje, mediante la activación de la vía de señalización 

del GMPc y por acción directa sobre el canal a través de un reacción de 

nitrosilación. Esto refleja una importante regulación del calcio intracelular en la 

célula ciliada así como en la transmisión sináptica (Almanza y cols., 2007). 

 Otras substancias como la histamina, el ATP y los canabinoides también se 

ha reportado tienen un papel modulador sobre la descarga aferente. En el caso de 

la histamina su acción parece estar mediada por receptores tipo H3, ya que la 



aplicación de antagonistas (betahistina, clobenpropit y tioperamida) de este 

receptor disminuyen la descarga de las neuronas aferentes vestibulares del ajolote 

(Chávez y cols, 2005), y la betahistina produce una modulación bifásica, 

excitadora-inhibitoria, en la actividad aferente vestibular en el oído aislado de 

roedores (Soto y cols., 2008b).  

 Por otro lado, el ATP extracelular a través de la activación de receptores 

P2X en las células ciliadas aisladas de la cresta del cobayo, controla directamente 

la entrada de Ca2+ en la célula ciliada, (Rennie y Ashmore, 1993; Nagata y cols., 

2000; Kreindler y cols., 2001). La aplicación de agonistas de canabinoides tienen 

un efecto bifásico, tanto excitador como inhibidor en la descarga de las neuronas 

aferentes (el efecto depende de la concentración utilizada), el efecto parece ser 

mediado por receptores CB1 (Carrillo, 2005). 

 

1.6 Neurotransmisión eferente 

El epitelio vestibular está inervado por fibras eferentes, cuyos cuerpos celulares se 

encuentran ubicados bilateralmente en el tallo cerebral, en la región dorsolateral a 

la eminencia del nervio facial, en la cercanía del núcleo abducens y ventral al 

núcleo vestibular medial en la formación reticular del tallo cerebral (Perachio y 

Kevetter, 1989; Bridgeman y cols., 1996). Las fibras eferentes hacen sinapsis con 

las células ciliadas tipo II y en el caso de las células ciliadas tipo I la terminal 

eferente hace sinapsis con la fibra aferente en forma de cáliz. El principal 

neurotransmisor liberado por estas fibras es la acetilcolina. Se ha encontrado que 

la estimulación de las fibras eferentes produce efectos variables e incluso 

contrarios sobre la actividad de las fibras aferentes vestibulares, aumentando 



(Goldberg y Fernández, 1980; Highstein y Baker, 1985) o inhibiendo la descarga 

eléctrica de estas neuronas (Valli y cols., 1984). En algunos casos se han 

observado efectos mixtos (Bernard y cols., 1985). La acetilcolina actuaría sobre 

receptores nicotínicos y muscarínicos. En las células ciliadas se han identificado 

receptores de tipo nicotínico 9 y 10 y en las neuronas aferentes receptores 

nicotínicos 4-7, 2 y 3 (Eróstegui y cols., 1994; Elgoyhen y cols., 1994; 

Elgoyhen, 2001; Wackym y cols., 1995; Hiel y cols., 1996). Mediante estudios de 

hibridación in situ en roedores, se ha demostrado que existen subpoblaciones de 

neuronas que expresan diferentes subunidades del receptor a ACh (mAChR) 

(Wackym y cols., 1995; Hiel y cols., 1996). 

 Con respecto a los receptores muscarínicos, estudios mediante reacción en 

cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) muestran que tanto 

en el vestíbulo como en las neuronas aferentes se expresan los cinco subtipos de 

receptores muscarínicos (m1 - m5) en la rata, en el humano sólo los receptores 

tipo m1, m2 y m5 fueron amplificados tanto del ganglio vestibular como del epitelio 

sensorial (Wackym y cols. 1996). En las células ciliadas tipo II se ha descrito 

también la presencia de receptores muscarínicos en la rana (Guth y cols., 1994; 

Derbenev y cols., 2005). En el sistema vestibular de la paloma, utilizando 

inmunohistoquímica se localizaron los cinco subtipos de mAChR que además 

modulan una corriente rectificante de entrada (Li y cols., 2007).  

 En las células ciliadas de la cóclea aisladas del pollo, la activación de 

receptores muscarínicos hiperpolarizó el potencial de membrana mediante la 

activación de una corriente de K+ dependiente de Ca2+ (Shigemoto y Ohmori, 



1991). Mientras que en las neuronas del ganglio espiral la aplicación de 

carbamilcolina inhibe una corriente lenta de K+ posiblemente a través de la 

activación del receptor M1 (Yamaguchi y Ohmori, 1993). La aplicación de 

acetilcolina en neuronas del ganglio espiral aisladas de la rata, induce la activación 

de receptores muscarínicos que promueven la movilización del calcio intracelular 

(Rome y cols., 1999). Los datos obtenidos en el sistema vestibular sugieren que la 

sinapsis eferente posee un componente muscarínico el cual puede representar un 

importante blanco terapéutico en pacientes con alteraciones vestibulares. Entre las 

drogas que modulan la actividad colinérgica y que son utilizadas en clínica para el 

tratamiento de trastornos vestibulares, se encuentra la escopolamina, fisostigmina 

y neostigmina.  

 

1.7 Características y papel funcional de la corriente M. 

La corriente M (IK,M) es una corriente de potasio dependiente de voltaje, no 

inactivante, la cual está activa alrededor del potencial de membrana en reposo y 

que modula de manera importante la excitabilidad neuronal (Brown y Adams, 

1980; Constanti y Brown, 1981; Aiken y cols., 1995; Marrion, 1997). La corriente 

IK,M es generada por las subunidades de los canales KCNQ, particularmente por 

los heterómeros KCNQ2-KCNQ3 y KCNQ3-KCNQ5 (Schroeder y cols., 2000; 

Lerche y cols., 2000) y homómeros de la subunidad KCNQ4 (Søgaard y cols., 

2001). Las subunidades de los canales de la familia erg (ether-a-go-go-related 

gene) particularmente, los heterómeros erg1-erg2 (Meves y cols., 1999; Selyanko 

y cols., 2002) también producen corrientes tipo M. Esta corriente es modulada por 

la activación de receptores acoplados a proteínas G, incluyendo los receptores 



muscarínicos, por esta razón se le denomina corriente M (Brown y Adams, 1980; 

Robbins, 2001).  

 La corriente M fue originalmente descrita en neuronas simpáticas de la rana 

toro como una corriente de K+ que es modulada por el agonista colinérgico 

muscarina a través de los receptores M1 y M3 (Brown y Adams, 1980). Ha sido 

ampliamente caracterizada en neuronas parasimpáticas de la rana y rata 

(Constanti y Brown, 1981), en neuronas de hipocampo de la región CA1 (Yue y 

Yaari, 2004, 2006; Shah y cols., 2008), neuronas de la corteza olfatoria (Constanti 

y Sim, 1987), en células NG108-15 (mouse neuroblastoma x rat glioma hybrid 

cells) (Meves y cols., 1999; Selyanko y cols., 1999), células de músculo liso 

gástrico (Clapp y cols., 1992), lactotropos (Sankaranarayanan y Simasko, 1996) y 

en los bastones de la retina (Kurenny y Barnes, 1994, 1997). 

 En neuronas simpáticas de la rata, la corriente M puede distinguirse de 

otras corrientes de potasio por, (1) su rango de activación a potenciales más 

negativos que otras corrientes de potasio (V1/2 = -45 mV) (Constanti y Brown, 

1981) comparado con el rectificador retardado (V1/2 = -6 mV) (Belluzzi y cols., 

1985a) y el de la corriente inactivante IA (V1/2= -30 mV) (Belluzzi y cols., 1985b), 

(2) su cinética de activación y desactivación es sustancialmente lenta con respecto 

a la de otras corrientes de potasio (aproximadamente 10 veces más lenta) (Owen 

y cols, 1990). 

 La corriente M tiene como correlato molecular subunidades de las familias 

de canales KCNQ y erg, los cuales forman heterómeros que originan dicha 

corriente. 

 



1.7.1 Canales de potasio de la familia KCNQ 

Los miembros de la familia KCNQ, ahora denominados Kv7 desempeñan papeles 

importantes en la función del corazón, cerebro, oído, vestíbulo y en diversos 

tejidos epiteliales (Jentsch, 2000; Jespersen y cols., 2005). Los miembros de esta 

familia de canales han sido ampliamente caracterizados funcionalmente, sin 

embargo se conoce muy poco acerca de sus características estructurales y de 

ensamble. Esto es de particular importancia debido a que diversas enfermedades 

(como la Epilepsia Benigna Neonatal, el Sindrome de QT largo, o el de Jervell-

Lange Nielsen, entre otros) son debidas a mutaciones, producidas por la 

sustitución de ciertos aminoácidos en las regiones citoplasmáticas de la proteína 

(Jentsch, 2000). 

 En los mamíferos se han descrito 5 subtipos de canales KCNQ (KCNQ1-5) 

(Gutman y cols., 2003). Estudios funcionales indican que cada subunidad tiene 

diferente preferencia para ensamblarse. La subunidad KCNQ1 responsable de 

generar la corriente IKs, presente en miocitos cardiacos, no se ensambla con 

ninguna otra subunidad. La subunidad KCNQ3 puede formar heterotetrameros con 

todas las demás, excepto con KCNQ1, y es escasamente expresada como 

homotetramero (Schwake y cols., 2000). Los otros miembros de la familia, 

KCNQ2, KCNQ4 y KCNQ5 pueden formar homotetrámeros funcionales y 

heterotetrámeros funcionales con KCNQ3. Todas estas combinaciones confieren 

diferentes propiedades biofísicas, lo que produce la diversidad funcional de la 

corriente (Hadley y cols., 2000; Kubisch y cols., 1999; Schwake y cols., 2000; 

Selyanko y cols., 2002; Wang y cols., 1998). 

 



1.7.2 Canales erg 

Los canales EAG (ether-à-go-go gene) forman una familia de canales de K+ 

activados por voltaje con tres subfamilias: canales eag, elk (eag-like) y erg (eag-

related gene), los cuales han sido descritos en Drosophila y en mamíferos 

(Warmke y cols., 1991; Ludwig y cols., 1994; Warmke y Ganetzky, 1994; Titus y 

cols., 1997; Wang y cols., 1997). De los canales erg en la rata se han descrito las 

subunidades: erg1 (Bauer y cols., 1998), erg2 y erg3 (Shi y cols., 1997), sus 

homologos en los seres humanos son los canales HERG. Estos canales son 

tetrámeros formados por cuatro subunidades, cada una con seis segmentos 

transmenbrana al igual que los canales Kv (Shaker-related) (Marais-Cabral y cols., 

1998). La corriente erg presenta rectificación entrante, ésta se debe a dos 

propiedades biofísicas atípicas: una cinética de activación lenta e inactivación 

rápida (Shibasaki, 1987). Como resultado observamos una corriente saliente de 

lenta activación a potenciales positivos. La combinación del proceso de 

desactivación lenta y la recuperación rápida de la inactivación, producen una cola 

de corriente transitoria de gran amplitud, la cual fluye durante la hiperpolarización, 

tal y como se ha observado en la fase de repolarización del potencial de acción 

cardiaco (Tristani-Firouzi y Sanguinetti (2003).  

 

1.7.3 Canales KCNQ  y erg en el oído interno 

 Estudios de inmunohistoquímica han permitido demostrar que en roedores 

la subunidad KCNQ1 se expresa en la superficie apical de las células oscuras del 

sistema vestibular (Shen y Marcus, 1998). Las subunidades KCNQ3 y KCNQ5 

están presentes en las células ciliadas y la subunidad KCNQ5 se expresa en las 



células de soporte y en las neuronas aferentes vestibulares que inervan en forma 

de cáliz (Hurley y cols., 2006). La subunidad KCNQ4 se expresa abundantemente 

en las estructuras del oído interno, están presentes en las terminales en forma de 

cáliz y en células ciliadas tipo I y II. (Kharkovets y cols., 2000; Hurley y cols., 2006; 

Rocha-Sanchez y cols., 2007; Holt y cols., 2007). Se encontró también 

inmunoreactividad a la subunidad Herg en las células ciliadas y en las terminales 

en cáliz (después del día 4 posnatal). La subunidad erg1 parece concentrarse más 

en las terminales aferentes que en las células ciliadas (Hurley y cols., 2006). 

Debido a que la subunidad KCNQ4 está altamente expresada en los cálices 

(Kharkovets y cols., 2000, Hurley y cols., 2006) y en el ganglio vestibular (Rocha-

Sanchez y cols., 2007), existe la posibilidad de que los canales con subunidades 

KCNQ4 estén participando en la generación de la una corriente de potasio tipo M 

(Kubisch y cols., 1999; Søgaard y cols., 2001; Holt y cols., 2007). Apoyando este 

resultado, la deleción de la subunidad KCNQ4 provoca la pérdida de una 

conductancia de potasio activada a bajo umbral (GK,n) en las células ciliadas 

externas de la cóclea (Kharkovets y cols., 2006). 

 Se ha reportado también la presencia del RNAm para las subunidades de 

los canales tipo erg (erg1, erg2 y erg3) y para las subunidades KCNQ3, KCNQ4 y 

KCNQ5 tanto en epitelio utricular como en el ganglio vestibular (Hurley y cols., 

2006). Estos autores no detectan la expresión de la subunidad KCNQ2. 

Considerando la presencia de subunidades KCNQ y erg (las cuales en otros 

sistemas subyacen la corriente IK,M ) en el epitelio vestibular y en las neuronas 

aferentes, en este trabajo nos propusimos estudiar las características de la 

corriente M en las NAV, su modulación por la activación de receptores 



muscarínicos, la vía de segundos mensajeros que participa en la modulación de la 

corriente luego de la activiación de los receptores mACh, y el efecto de la 

modulación de la corriente sobre la descarga de las neuronas aferentes. 

 

1.7.4 Modulación de la corriente IK,M por activación de receptores 

muscarínicos.  

Los canales de potasio KCNQ son modulados por diferentes 

neurotransmisores que actúan a través de proteínas Gq/11 en varios tipos 

neuronales, entre los receptores que modulan dicha corriente destacan los 

mAChR (Caulfield y cols., 1994; Marrion, 1997; Cruzblanca y cols., 1998; Haley y 

cols., 1998). Existen cinco subtipos de mAChR clasificados con base a su 

farmacología y a la vía de segundos mensajeros que activan, se les denomina M1-

M5. Los receptores impares (M1, M3 y M5) están acoplados a la subunidad 

Gq/11 de la proteína G y activan a la Fosfolipasa C (PLC -Phospholipase C-), 

mientras que los receptores M2 y M4 están acoplados a las subunidades Gi y 

Go e inhiben a la adenilato ciclasa (Caulfield y cols., 1998). Diversos estudios han 

abordado el estudio del mecanismo mediante el cuál la activación del receptor M1 

inhibe la corriente IK,M (Suh y cols., 2004; Jensen y cols., 2009). Se ha propuesto, 

que la inhibición de la corriente es el resultado de la activación de la proteína 

Gq/11, su subunidad es la fracción que activa a la PLC y ésta a su vez hidroliza 

el fosfatidilinositol-bi-fosfato (PIP2 -phosphatidylinositol-bis-phosphate-) 

provocando su depleción y una disminución subsecuente de la probabilidad de 

apertura de los canales KCNQ (Brown y Yu, 2000). Por su parte, la fracción G 



puede difundir y activar también a la PLC, según estudios en que determinaron los 

niveles de PIP2 en células en cultivo (Liu y Wu, 2004), además incrementa la 

fuerza de interacción entre PIP2 y el canal de potasio activado por receptores 

muscarínicos (KACh) en células atriales de embrión de pollo (Mirshahi y cols., 

2003). Los incrementos de la concentración de calcio intracelular también parecen 

modificar significativamente la probabilidad de apertura de los canales tipo M, de 

hecho, existe evidencia de que ésta es la vía mediante la cual la bradicinina 

(Cruzblanca y cols., 1998) y algunos nucleótidos (Bofill-Cardona y cols., 2000), 

pero no la acetilcolina (Del Río y cols., 1999), modulan la corriente M.  

Figura 6. Modulación muscarínica de la corriente IK,M. En el esquema se muestra de 

izquierda a derecha, la activación del receptor muscarínico estimula a la PLC a través de 

la proteína Gq. La PLC hidroliza el PIP2 que está unido al extremo carboxilo del canal 

KCNQ y sintetiza IP3 y DAG. De esta manera la depleción de PIP2 provoca el cierre del 

canal de potasio.  

 El PIP2 es un fosfolípido de la membrana celular que se encuentra en poca 

abundancia, se le han atribuido importantes funciones en los procesos celulares, 

tales como la generación de segundos mensajeros (diacilglicerol –DAG- e inositol 



1,4,5-trifosfato –IP3-), control de la actividad de transportadores y en las 

propiedades de apertura de algunos canales iónicos, por ejemplo: los canales 

KCNQ (Suh y cols., 2006) (Figura 6). El PIP2 activa directamente a todos los 

miembros de la familia KCNQ probablemente debido a una interacción 

electrostática con una región muy conservada de aminoácidos básicos localizados 

en la porción carboxilo terminal en el dominio transmembrana S6 (Lopes y cols., 

2002; Zhang y cols., 2003). Recientemente se encontró que el proceso de 

fosforilación está relacionado con la regulación tónica de la corriente M en las 

neuronas del ganglio cervical superior, en particular una proteína de unión a 

cinasa A (AKAP150) la cual se une a la proteína cinasa C y esta a su vez fosforila 

las subunidades KCNQ incrementando su sensibilidad a la estimulación 

muscarínica (Hoshi y cols., 2003).  

 Un paso importante en el estudio de la función de los canales de K+ en la 

descarga de las neuronas aferentes es determinar la presencia y el papel 

funcional de la corriente IK,M en el patrón de descarga, la cual posiblemente sea el 

blanco principal de la entrada eferente colinérgica a las neuronas aferentes 

vestibulares. Con este propósito, utilizamos neuronas aferentes vestibulares en 

cultivo primario de rata y estudiamos las propiedades farmacológicas y 

electrofisiológicas de la corriente IK,M.  

 
 



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 No se conoce el mecanismo celular por el cual el sistema eferente (cuyo 

principal neurotransmisor es la acetilcolina) ejerce su influencia sobre la descarga 

de las neuronas aferentes vestibulares (NAV). Debido a que los mecanismos de 

control central de la entrada aferente parecen jugar un papel fundamental en la 

percepción de los movimientos del organismo y particularmente en la capacidad 

de los sujetos para discernir entre movimientos propios de aquellos que son 

generados por el entorno, es que decidimos estudiar a nivel celular uno de los 

procesos que median la respuesta de las neuronas aferentes a la entrada eferente 

colinérgica. Considerando que las NAV expresan subunidades KCNQ, las cuales 

en otros sistemas generan una corriente tipo M, aunado con el hecho de que las 

vías eferentes liberan ACh como neurotransmisores, y que se ha determinado que 

las NAV expresan receptores muscarínicos, decidimos estudiar si las NAV 

expresan una corriente de potasio tipo M, y si la inhibición de esta corriente por 

activación de receptores muscarínicos, media la entrada excitadora a través de la 

cual el sistema eferente colinérgico modula  la actividad eléctrica de las neuronas 

aferentes vestibulares.  

 

 



3. HIPÓTESIS 

 La activación de los receptores muscarínicos en las neuronas aferentes 

vestibulares inhibe la corriente M, modificando su patrón de descarga. A nivel 

intracelular la activación de receptores muscarínicos produce su efecto sobre la 

corriente IK,M a través de la activación de la PLC y una depleción subsecuente de 

los niveles de PIP2.  

 

4. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar la sensibilidad al voltaje y sensibilidad farmacológica de la corriente 

IK,M en las NAV, así como evaluar su papel funcional en el patrón de disparo de 

estas neuronas, además de mostrar la participación de la PLC y el PIP2 en la 

inhibición de la corriente IK,M. 

 

4.1 Objetivos particulares 

1. Analizar las características electrofisiológicas de IKM en las NAV y compararlas 

con la corriente nativa reportada en neuronas de los ganglios simpáticos. 

2. Estudiar el efecto de linopirdina y XE-991 (bloqueadores selectivos de canales 

KCNQ) sobre la amplitud de la corriente IK,M medida durante su desactivación. 

3. Evaluar el efecto de linopirdina y XE-991 en el patrón de descarga de las NAV. 

4. Analizar el efecto de Oxotremorina-M (agonista muscarínico) sobre la amplitud 

de la corriente M, así como en la frecuencia de disparo de las NAV. 

5. Evaluar la presencia de la corriente IK,M en NAV de ratas P25-P30. Debido a 

que el sistema eferente madura por completo durante la 3ª semana posnatal. 



6. Determinar si las subunidades de los canales de potasio tipo erg participan en la 

generación de la corriente IK,M en las NAV, mediante la aplicación del antagonista 

E-4031. 

7. Evaluar la participación de la PLC en la inhibición de la corriente IK,M, utilizando 

el inhibidor U73122 y su análogo inactivo U73343. 

8. Estudiar el efecto de la depleción intracelular de PIP2 sobre la amplitud de la 

corriente IK,M. 

 

 



5. MATERIAL Y METODOS 

En los experimentos se usaron ratas neonatas Wistar de 7 a 10 días postparto 

(P7-P10), antes de que los cuerpos celulares estén mielinizados (Dechesne y 

cols., 1987; Toesca, 1996), y un grupo de ratas adultas (P25–P30). Todos los 

animales fueron proporcionados por el bioterio "Claude Bernard" de la Universidad 

Autónoma de Puebla.  

 

5.1 Cultivo de neuronas aferentes 

Para el cultivo de las neuronas aferentes, las ratas se sacrificaron por decapitación 

y las cabezas se rociaron con etanol al 70 %. Se retiró el maxilar inferior y el 

cráneo se introdujo en medio de cultivo L-15 (Gibco, Grand Island, NY). Los 

ganglios vestibulares se identificaron a través de un microscopio estereoscópico 

(Nikon, Japan). Se disecaron los ganglios vestibulares y se colocaron en medio de 

cultivo L-15, adicionado con colagenasa IA 1.25 mg/mL (Sigma Chemicals, St. 

Louis, MO, USA) y tripsina 1.25 mg/mL (USB, Cleveland, OH, USA) por 30 

minutos a 37ºC. Después, los ganglios se centrifugaron en medio de cultivo tres 

veces por 5 minutos a 4000 rpm. Posteriormente las células se suspendieron en 

medio de cultivo L-15 suplementado con suero bovino fetal 10% (Gibco), penicilina 

100 UI/ml (Lakeside, Toluca, México), fungizone® 2.5 µg/ml (Gibco), NaHCO3 

15.7 mM (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid) 15.8 mM (Sigma Chemicals), pH 7.7 con NaOH. 

Previamente el medio de cultivo se incubó durante 30 minutos en CO2 al 5%. La 

suspensión celular se colocó en cajas de petri de 35 mm para cultivo (Nunc, 

Roskilde, Denmark), pre-tratadas con poli-D-lisina, (100 µg/mL) (Sigma Chemicals, 



St. Louis, MO, USA) durante 15 minutos. Finalmente las células se incubaron a 

37ºC en una atmósfera de CO2 al 5% durante 18 a 24 horas. Tanto el proceso de 

disección como el de disociación se realizaron en un cuarto de cultivo bajo una 

campana de flujo laminar (Nuaire, Plymouth, MN, USA) en condiciones 

estrictamente asépticas (Soto y cols., 2002). 

 

5.2 Registro electrofisiológico y análisis de datos 

Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (23 a 25 ºC) y las células 

fueron perfundidas con la solución extracelular correspondiente, según se indica 

en cada caso (Tabla II). El registro de las corrientes iónicas se llevo a cabo 

mediante la técnica de fijación de voltaje en su configuración de célula completa. 

Las pipetas de registro se fabricaron a partir de capilares de borosilicato, de 

1.2mm de diámetro (WPI, Sarasota, FL, USA) con un estirador horizontal (P80/PC 

Sutter Instruments, San Rafael, CA, USA) y se utilizaron aquellos con resistencias 

entre 1 a 3 Muna vez llenos con la solución intracelular correspondiente (Tabla 

Tabla II. Soluciones de registro (mM). 

 KCl KF Colina NaCl CdCl2 MgCl2 CaCl2 4-AP HEPES Glucosa EGTA 
Mg-
ATP 

Na-
GTP 

Extracelular 5.4  
 

140 - 1.2 3.6 - 10 10 - - - 

Intracelular  140  
 

10 - - 0.134 - 5 - 10 2 1 

Extracelular 
Modificada 

 5.4 130 - 0.3 1.2 1.8 10 10 30 - - - 

Intracelular 
Modificada 

 140 10 - - - 0.134 - 5 - 10 2 1 

 
El pH de las soluciones intracelular y extracelular se ajustó a 7.2 y 7.4 y a una osmolaridad de 300 y 310 mOsm, 
respectivamente. EGTA (ethylene glycol bis(2-aminoethyl ether)-N,N,N'N'-tetraacetic acid),  
4-AP (4-aminopyridine), HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 



II). En algunos experimentos (según se indica) se usó la técnica de fijación de 

voltaje con parche perforado. Para este procedimiento, inmediatamente antes de 

iniciar el registro se agregó anfotericina-B 260 µM (Sigma Chemicals, St. Louis, 

MO, USA) a la solución intracelular (Rae y cols., 1991).  

 Para el registro se utilizó un amplificador Axopatch 200B (Molecular 

Devices, Union City, CA, USA), los registros se digitalizaron con un convertidor 

analógico digital de 12 bits (Digidata 1200, Molecular Devices) controlado por el 

programa pClamp 9.0 (Molecular Devices). La condición de registro de célula 

completa de la técnica de fijación de voltaje se obtuvo después de cancelar la  

capacitancia de la pipeta y de formar un sello >1 G. En estas condiciones la 

resistencia de acceso (Ra), resistencia de membrana (Rm), constante de tiempo 

(m) y capacitancia de membrana (Cm), se calcularon en línea con el programa 

pClamp 9. Una vez que se registraron las propiedades pasivas, se cancelaron los 

transientes capacitivos y se compensó la resistencia en serie en todos los 

registros (≈80%). El potencial de unión líquida para las soluciones de registro fue 

menor a 5 mV por lo que no fue corregido.  

 Inicialmente estudiamos la relación dosis-efecto para los bloqueadores de la 

IK,M, linopirdina y XE-991. Para estos experimentos utilizamos soluciones 

intracelular y extracelular modificadas (Tabla II) y las corrientes fueron provocadas 

con un pulso de voltaje a 30 mV con duración de 400 ms partiendo de un potencial 

de sostenimiento de (VH) -60 mV. Para las relaciones dosis-efecto, la amplitud de 

la corriente iónica fue normalizada como el porcentaje de cambio comparada con 

la condición control, con el promedio y el error estándar calculado de estos 



valores. Se reunieron los resultados obtenidos de varias células porque no fue 

posible estudiar en una sola célula todas las concentraciones. 

 Las curvas dosis-respuesta fueron ajustadas con la ecuación: 

 HCCI

RR
Rxf

 - log
minmax

min
50101

 -
)(




 

donde Rmax y Rmin son el máximo y mínimo efecto, C es la concentración de la 

droga, CI50 es la concentración de la droga con la cual se obtiene la mitad del 

efecto inhibitorio máximo, y H es el coeficiente de Hill.  

 Para estudiar el efecto de varias drogas sobre la corriente IK,M, su amplitud 

fue medida durante su desactivación producida por un pulso hiperpolarizante a -60 

mV y duración de 1 s, desde un potencial de sostenimiento de -20 mV. Este 

protocolo fue utilizado tomando ventaja del lento curso temporal de la 

desactivación de la IK,M. La amplitud de la corriente fue medida a -60 mV como la 

diferencia entre el promedio de un segmento de 10 ms, tomado en los primeros 

10-20 ms del pulso hiperpolarizante, y el promedio de los últimos 20 ms del pulso 

(Brown y Adams, 1980; Shapiro y cols. 2000). 

 La conductancia de la corriente IK,M fue calculado midiendo la amplitud de la 

corriente de cola a -60 mV generada por pulsos de voltaje que parten de -80 mV a 

-10 mV con una duración de 1.6 s y un potencial de sostenimiento de -70 mV. 

 La corriente de potasio tipo erg (IK(erg)) se estudió mediante colas de 

corriente a -120 mV producidas por pulsos de voltaje desde -80mV a 0 mV y 

duración de 4 s. La curva de activación de la IK(erg) se obtuvo graficando la 

corriente normalizada contra el pulso de voltaje. 



 Las curvas de conductancia fueron normalizadas y aproximadas a una 

función de Boltzmann: 

   SVVm
ion egg 21-

max 11 
 

donde gion es la conductancia, gmax es la conductancia máxima, Vm es el potencial 

de membrana, V1/2 es el potencial al cual se alcanza la mitad de la corriente 

máxima y S es la pendiente.  

 En algunos experimentos, las células fueron registradas utilizando la técnica 

de fijación de corriente, para estudiar su potencial de membrana y su respuesta 

ante pulsos de corriente, así como su respuesta a la aplicación de las drogas. En 

estos experimentos los filtros del amplificador fueron abiertos a 10 KHz, se 

aplicaron pulsos de corriente desde -0.5 a 0.5 nA en pasos de 0.1 nA generados 

por el programa pClamp. La resistencia de membrana (Rm) se midió utilizando 

pulsos hiperpolarizantes. Las características del potencial de acción fueron 

medidas usando el programa Clampfit 9.0 y un software desarrollado en nuestro 

laboratorio (Soto y cols., 2000). Para esto el valor de voltaje umbral fue usado 

como punto de referencia. El umbral fue definido como el punto donde la segunda 

derivada del registro es mayor que la media más dos veces la desviación estándar 

de los 30 ms previos del registro (Soto y cols., 2000). La amplitud del potencial de 

acción se calculó como el valor al pico del potencial de acción menos el voltaje 

umbral. La duración del potencial de acción fue medida al 75% de la amplitud de la 

espiga. La posthiperpolarización (AHP -after-hiperpolarization-) fue calculada 

como la diferencia entre el voltaje mínimo después del potencial de acción y el 



potencial de membrana, y la pendiente de la AHP se obtuvo mediante un ajuste 

lineal a la trayectoria de voltaje después del voltaje mínimo (Soto y cols., 2000). 

 Para evaluar la significancia estadística utilizamos una prueba t de Student, 

con una P<0.05 indicando diferencia significativa. Los resultados numéricos se 

muestran como la media ± el error estándar de la media, excepto donde la 

desviación estándar (DS) este indicada. 

 

5.3 Soluciones de registro 

 La cámara de registro fue continuamente perfundida por gravedad con 

solución extracelular normal o solución extracelular modificada tal como se indica 

(Tabla II). Para obtener la curva dosis-efecto de linopirdina y XE-991, el KCl fue 

reemplazado con KF para bloquear la corriente de Ca+2 y la corriente de K+ 

activada por Ca+2 (Bertollini y cols., 1994). 

 

5.4 Drogas  

En la cámara de registro, las células fueron perfundidas de manera local con la 

solución extracelular correspondiente mediante un sistema de tubos cuadrados 

acoplado a un motor de pasos (Warner SF-77B, Hamden, CT, USA) y conectado a 

una serie de microjeringas mecánicas (Baby Bee, BAS, West Lafayette, IN, USA). 

La velocidad del flujo fue ajustado a 20 µL/min. Linopirdina, 4-amino-piridina, 

atropina, oxotremorina-M (oxo-M), anfotericina-B, U-73122, U-73343 y la poli-L-

lisina (30,000-70,000 Da) fueron adquiridos en Sigma Chemicals Co. (St. Louis, 

MO, USA) y el XE-991 de Tocris-Cookson, Inc. (Ellisville, MO, USA). Se 

prepararon alícuotas de la solución stock en agua desionizada y fueron 



almacenadas en refrigeración. La linopirdina, el U-73122 y el U-73343 fueron 

disueltos en DMSO (concentración final de DMSO 0.01%). Las alícuotas fueron 

disueltas finalmente en la solución extracelular correspondiente antes de iniciar el 

experimento. 

 

6. RESULTADOS 

 Las neuronas aferentes vestibulares fueron identificadas por su 

birrefringencia y su forma ovoide mediante microscopía de contraste de fases 

(Figura 7A). Debido a que existe una correlación lineal entre el diámetro somático 

y la capacitancia de membrana de las neuronas mantenidas en cultivo primario (r 

= 0.92; Limón y cols., 2005) utilizamos la capacitancia como una medida indirecta 

del diámetro somático (Figura 7B). En solución intracelular y extracelular normal 

(Tabla II), las neuronas aferentes en cultivo (n = 101) tuvieron una Cm = 37 pF (DS 

= 13 pF; rango = 12 - 72 pF), Rm de 285 M (DS = 153 M; rango = 36 - 980 M), 

y un potencial de membrana de -59 mV (DS= 6 mV; rango = -45 a -76 mV).  

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 7. Correlación lineal de la capacitancia de membrana y el diámetro somático. En A, 

se observa una neurona aferente vestibular aislada después de permanecer 19 horas en 

cultivo (flecha blanca). La barra de calibración representa 10 m. En B, se muestra la 

correlación entre la capacitancia de membrana y el diámetro somático. El diámetro se 

calculó como el promedio del eje longitudinal mayor y menor. Las líneas punteadas 

representan el 95 % del intervalo de confianza. Tomado de Limón y cols., 2005.  

 6.1 Efecto de Linopirdina y XE-991 sobre la corriente M 

Para determinar si una conductancia de tipo M formaba parte de la corriente 

saliente de las neuronas aferentes vestibulares, aplicamos un pulso de voltaje 

despolarizante desde -60 mV a 30 mV, utilizamos soluciones intracelular y 

extracelular modificadas (Tabla II) para aislar la corriente IK,M de otras 

conductancias de potasio. Linopirdina y XE-991 fueron usados como antagonistas 

de la corriente IK,M (Lamas y cols., 1997; Wang y cols., 1998). 

 La linopirdina (0.1 µM a 100 µM) y el XE-991 (1 nM a 1 µM) inhibieron la 

corriente saliente de manera dependiente de la concentración en 78% (n =18, 

Figura 8A, B) y en 82% (n = 17, Figura 8C, D) de las células. En el resto de las 



células, la linopirdina (n = 4) y el XE-991 (n = 3) no tuvieron efecto significativo.       

 La corriente sensible a linopirdina o XE-991 no mostró inactivación 

significativa (Figura 8B, D). La capacitancia de las neuronas que fueron sensibles 

a linopirdina y XE-991 fue significativamente mayor que la capacitancia de las 

células no sensibles (Cm = 38 ± 2 pF, n = 28 comparado con Cm = 26 ± 3 pF, n = 7; 

P = 0.005). La acción inhibidora de la linopirdina y el XE-991 sobre la corriente 

saliente se ajustó con una curva dosis respuesta, con una CI50 = 7 µM y H = 1 y 

con una CI50 = 30 nM y H = 1, respectivamente (Figura 8E). Como experimento 

Figura 8. Corriente sensible a linopirdina y XE-991. En A y C, la aplicación de linopirdina 100 

µM y XE-991 1 µM inhibieron la corriente saliente cerca del 20 %. En B y D, se muestran las 

corrientes sensibles a linopirdina y XE-991, fueron obtenidas por la sustracción de la corriente 

control menos la obtenida después de perfundir la droga. En E, la curva dosis-efecto para 

linopirdina y XE-991 (linopirdina, n = 4-6; XE-991, n = 3-8). Las corrientes fueron obtenidas 

utilizando soluciones modificadas (Tabla II) y fueron producidas por un pulso a 30 mV desde un 

potencial de sostenimiento de -60 mV. En ésta y las siguientes gráficas los puntos representan 

la media ± SE (error estándar de la media) y las líneas punteadas representan el cero de 

corriente o de voltaje. 

 



control, perfundimos solución extracelular normal con DMSO 0.01% (utilizado para 

disolver linopirdina) y observamos que no tuvo efecto en ninguno de los casos 

estudiados (n = 5, datos no mostrados). 

  Con base en el efecto inhibitorio obtenido con linopirdina y XE-991, 

decidimos estudiar la acción de linopirdina 10 µM y XE-991 1 µM sobre la amplitud 

de la IK,M medida durante su desactivación (véase material y métodos). Utilizamos 

soluciones intracelular y extracelular normales debido a que no se contempla la 

participación de otras corrientes durante la desactivación (Brown y Adams, 1980; 

Adams y cols., 1982; Shapiro y cols., 2000). La concentración de XE-991 fue 

saturante (1 µM), mientras que para linopirdina no lo fue, con el propósito de evitar 

efectos no específicos sobre otras corrientes de K+ (Schnee y Brown, 1998). La 

densidad de la corriente IK,M fue de 4 ± 0.4 pA/pF (n = 20). Típicamente los trazos 

de corriente replicaron las propiedades descritas para IK,M (Wang y cols., 1998), 

por ejemplo: la activación de la corriente estuvo cerca de -60 mV y la cinética de 

desactivación se ajustó con una función exponencial doble, las constantes de 

tiempo a -60 mV fueron rápida = 76 4 ms y  lenta = 789 70 ms (n = 20, datos no 

mostrados). El ajuste de la desactivación con una doble exponencial, puede 

reflejar diferencias en el tipo de subunidades KCNQ que forman la IK,M o que 

posiblemente está formada por canales KCNQ y canales erg (Meves y cols., 1999; 

Selyanko y cols., 1999, 2002; Wang y cols., 1998). 

 La perfusión de linopirdina 10 µM disminuyó la amplitud de la IK,M medida 

durante su desactivación un 54 ± 7% en 6 células (n = 10) con una capacitancia de 

44 ± 4 pF (Figura 9A, Tabla III). En el resto de las células, con una capacitancia 



promedio de 24 ± 4 pF la inhibición fue de 19 ± 2%. La diferencia en sensibilidad a 

la droga y en capacitancia entre los dos grupos de células fue significativa (P = 

0.04 y P = 0.02). 

 La curva de conductancia fue calculada de la corriente de cola a -60 mV 

después de pulsos de voltaje despolarizantes desde un potencial de sostenimiento 

de -70 mV antes y después de usar linopirdina 10 M. La curva de la corriente 

sensible se ajustó con una función de Boltzmann y obtuvimos una V1/2 = -47 ± 2 

mV y un S = 7 ± 1 mV (n = 5) (Figura 9B).  

 De manera similar estudiamos el efecto de XE-991 durante la desactivación 

de la IK,M. La perfusión de XE-991 1 M inhibió su amplitud un 50 ± 3% en 12 

células (n = 14) las cuales tuvieron una capacitancia de 45 ± 3 pF (Figura 10A, 

Tabla III). Las dos células restantes tuvieron menor capacitancia (Cm = 24 ± 8 pF) 

y la corriente medida en la desactivación se redujo un 10 ± 3% después de la 

aplicación de XE-991. La curva de conductancia para XE-991 se ajustó con una 

función de Boltzmann con una V1/2 = -47 ± 2 mV y S = 8 ± 2 mV (n = 5) (Figura 

10B). 



 

 

Figura 9. Efecto de linopirdina durante la 

desactivación de la corriente, conductancia 

y frecuencia de disparo de las neuronas 

aferentes vestibulares. En A, inhibición de 

la corriente con linopirdina 10 µM de 

alrededor de 55% (línea gris) comparada 

con el trazo control (línea negra). El pulso 

que se observa al inicio del trazo se utilizó 

como indicador de la estabilidad del valor 

de resistencia de acceso. En B, la 

conductancia normalizada de la corriente 

sensible a linopirdina 10 M. El inserto 

muestra los trazos típicos de las colas de 

corriente de la IK,M. En C, la respuesta de 

una neurona aferente a un pulso de 

corriente de 0.3 nA y 200 ms de duración, 

en condiciones control (línea negra) y 

después del uso de linopirdina 10 µM (línea 

gris). La perfusión con linopirdina 

incrementó el número de potenciales de 

acción disparados por las neuronas 

aferentes vestibulares y también disminuyó 

la amplitud de la posthiperpolarización. 

 



 

 

 

Figura 10. Efecto de XE-991 durante la 

desactivación de la corriente, 

conductancia, y frecuencia de disparo 

de las neuronas aferentes vestibulares. 

En A, se muestra la desactivación de 

la corriente obtenida en condiciones 

control (trazo negro) y después de la 

aplicación de XE-991 1 µM (trazo gris). 

XE-991 provocó la disminución de la 

amplitud de corriente un 47%. En B, la 

curva conductancia-voltaje de la 

corriente sensible a XE-991 1 µM. En 

C, la respuesta de un neurona aferente 

(Vm = -60 mV) a un pulso de corriente 

de 0.3 nA y 200 ms de duración en 

condiciones control (trazo negro) y 

durante la perfusión de XE-991 1 µM 

(trazo gris). 



6.2 Efecto de E-4031 sobre la corriente IK,M 

Para determinar si las subunidades de los canales erg están presentes en las 

NAV, usamos un bloqueador selectivo de los canales erg el E-4031, en 

concentracion submicromolar de 100 nM (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Shi y 

cols., 1997; Meves y cols., 1999). 

Figura 11. Efecto del bloqueador de los canales erg, E-4031. En A, la corriente de cola 

obtenida en condiciones control (izquierda), y después de E-4031 100 nM (centro), y la 

corriente sensible a E-4031 obtenida por sustracción (derecha). En el inserto se muestra el 

protocolo de estimulación utilizado para obtener la corriente de cola. En B, la curva de 

activación de la corriente sensible a E-4031. La corriente fue medida en la corriente de cola. 

La línea continua representa el ajuste de Bolztmann aplicado a los datos, se obtuvo una V1/2 

= -33 ± 2 mV y S = 10 ± 1 mV. En C, el E-4031 no modificó significativamente la amplitud de 

la corriente durante la desactivación.  



 La corriente IK(erg) en las NAV se estudió en soluciones normales. Debido a 

su rápida inactivación, la corriente IK(erg) se estudió mediante colas de corriente a -

120 mV (duración 1s), generadas por pasos de voltaje despolarizantes desde -80 

hasta 0 mV (duración 4s). Observamos un componente transitorio entrante 

mediado por canales erg y un componente lento mediado probablemente por la 

corriente Ih o IK1 (Chabbert y cols., 2001b; Soto y cols., 2008a). Cuando aplicamos 

el bloqueador E-4031 (100 nM) se redujo significativamente el componente 

transitorio sin afectar el sostenido. La corriente sensible a E-4031 se obtuvo por 

sustracción (Figura 11A). También observamos una disminución de la corriente 

saliente después de perfundir el E-4031, la cual puede ser generada por las 

subunidades erg1 y erg2 las cuales forman una corriente de lenta activación y que 

rectifica en ovocitos de Xenopus (Shi y cols., 1997). La curva de activación de la 

corriente IK(erg), se obtuvo graficando la amplitud al pico de la cola de corriente 

contra el potencial. La curva de activación se ajustó con una función de Boltzmann 

y se obtuvo una V1/2 = -33 ± 2 mV y S = 10 ± 1 mV (n = 9) (Figura 11B). La 

corriente IK(erg) se expresó en todas las células registradas. La densidad de 

corriente no fue significativamente diferente entre las células con IK,M ( densidad 

de IK(erg) = 24 ± 2 pA/pF; Cm = 46 ± 5 pF; n = 6) y aquellas en las que no se 

expresó de manera significativa la IK,M (densidad de I(Kerg) = 32 ± 12 pA/pF; Cm = 

28 ± 1 pF; n = 3; P = 0.39). A pesar de que la aplicación de E-4031 bloqueó parte 

de la corriente saliente, no observamos cambio significativo en la amplitud de la 

corriente IK,M durante su desactivación (n = 4) (Figura 11C, Tabla III). 

 



Bloqueador  % disminución     Cm (pF) n P (efecto) P (Cm) 

Linopirdina 10 M Células 

sensibles 

54 ± 7 44 ± 4 6 0.04  

 Células no 

sensibles 

19 ± 2 24 ± 4 4  0.02 

XE-991 1 M Células 

sensibles 

50 ± 3 45 ± 3 12 0.03  

 Células no 

sensibles 

10 ± 3 24 ± 8 2  0.02 

Oxo-M 10 M Células 

sensibles 

58 ± 12 39 ± 3 4 0.03  

 Células no 

sensibles 

5 ± 3 26 ± 3 3  0.03 

E-4031  

100 nM 

 - 41 ± 1 4   

 

Tabla III. Efecto de linopirdina, XE-991, oxo-M y E-4031 durante la desactivación de la corriente IK,M. 

6.3 Efecto de linopirdina, XE-991 y E-4031 sobre la respuesta de las neuronas 

aferentes vestibulares ante pulsos de corriente.  

 La mayoría de las NAV presentan un patrón de descarga fásico, es decir 

disparan uno o dos potenciales de acción en respuesta a la inyección de corriente 

(Limón y cols., 2005; Mercado y cols., 2006). Por el contrario en neuronas del 

ganglio vestibular de ratón se ha mostrado que disparan más de 2 potenciales de 

acción en repuesta a la inyección de corriente (Risner y Holt, 2006). En 5 células 

(n =14) con Cm = 49 ± 4 pF, la aplicación de linopirdina 10 µM convirtió la 

descarga de las células de un solo potencial a la descarga de 3 ± 1 potenciales de 

acción (rango 2-7) durante un pulso de 200 ms de duración. La perfusión de 

linopirdina despolarizó el potencial de membrana 2 mV sin afectar 

significativamente otras variables como el umbral, la posthiperpolarización o la 



duración (Figura 9C). En otras 4 células, de esta serie experimental, con Cm = 34 

± 4 pF, linopirdina no provocó descarga repetitiva pero sí despolarizó el potencial 

de membrana de -60 ± 0.03 mV a -55 ± 2 mV (P = 0.042) y redujo la amplitud de la 

posthiperpolarización 7 ± 2 mV. Además hizo evidente una postdespolarización 

después del primer potencial de membrana (no mostrado), pero no fue suficiente 

para generar descarga repetitiva. En las 5 células restantes con Cm = 28 ± 2 pF no 

observamos efecto significativo de la linopirdina. La diferencia en capacitancia 

entre las células sensibles y no sensibles a linopirdina fue significativa con P = 

02. 

 = 0.006. Agrupando todos 

los experimentos de fijación de corriente encontramos  

0.

 En 9 de 23 neuronas (Cm = 44 ± 4 pF), la perfusión de XE-991 1 µM 

convirtió la descarga de las células de un solo potencial a la descarga de 5 ± 1 

potenciales de acción (rango 2-13) durante un pulso de corriente de 200 ms. El 

XE-991 redujo el potencial de membrana de -59 ± 0.4 mV a -52 ± 2 mV, la 

amplitud de la AHP 5 ± 1 mV, la amplitud del potencial de acción 10 ± 3 mV, y 

modificó el umbral de -28 ± 1 mV a -24 ± 1 mV sin afectar significativamente otros 

parámetros del potencial de acción tales como la pendiente de la AHP y la 

duración del potencial de acción. El efecto de XE-991 sobre la descarga de las 

neuronas aferentes fue reversible después del lavado. En otras 6 células (Cm = 41 

± 2 pF), aunque el XE-991 no modificó la descarga de la neurona, despolarizó la 

célula de -60 ± 1 mV a -57 ± 2 mV y disminuyó la amplitud del potencial de acción 

7 ± 3 mV. En las 8 células restantes (Cm = 28±4 pF) no observamos efecto 

significativo (Figura 10C). La diferencia en la capacitancia entre las células 

sensible y no sensibles a XE-991 fue significativa con P



 

que las células que responden a linopirdina y XE-991 tienen una Cm = 43 ± 2 pF (n 

= 21), y las células no sensibles a estas drogas tuvieron una Cm = 27 ± 2 pF (n = 

12; P < 0.001). 

 En condiciones de fijación de corriente la perfusión de E-4031 100 nM (n = 

7) no modificó el patrón de descarga, el potencial de membrana, el umbral o la 

duración, aunque el E-4031 disminuyó la AHP 2 ± 1 mV y la pendiente de la AHP 

Bloqueador  
Aumento 

número de PA 
Cambio del 

PM (mV) 
Disminución 

AHP (mV) 
Disminución 

Amplitud del PA (mV) 
Umbral 

(mV) 
Cm (pF) 

Células 
sensibles 

(n = 5) 
3 ± 1 

-60 ± 0.03 
-55 ± 2 

7 ± 2 - - 49 ± 2 

Linopirdina 
10 M Células 

no 
sensibles 

(n = 4) 

- - - - - 28 ± 2 

Células 
sensibles 

(n = 9) 
5 ± 1 

-59 ± 0.4 
-52 ± 2 

5 ± 1 10 ± 3 
-28 ± 1 
-24 ± 1 

44 ± 4 

 - 
-60 ± 1 
-57 ± 2 

- 7 ± 3 - 41 ± 2 XE-991 
1 M 

Células 
no 

sensibles 
(n = 8) 

- - - - - 28 ± 4 

Células 
sensibles 
(n = 13) 

5 ± 2 - - - 
-34 ± 3 
-28 ± 4 

36 ± 4 

 - 
-60 ± 1 
-57 ± 3 

-57 ± 4 
-53 ± 4 

- -  

 - 
-60 ± 1 
-61 ± 1 

-58 ± 4 
-56 ± 4 

- -  

Oxo-M 
10 M 

Células 
no 

sensibles 
(n = 3) 

- - - - - 28 ± 5 

E-4031 
100 nM 

Células 
sensibles 

(n= 7) 
- - 2  ± 1 8 ± 2 - - 

Tabla IV. Efecto de los bloqueadores linopirdina y XE-991, oxo-M y E-4031, en la respuesta de las 
neuronas aferentes vestibulares ante un pulso de corriente, las células fueron obtenidas de ratas P7-P10. 



0.4 ± 0.1 ms. Observamos de manera muy consistente que el E-4031 100 nM 

disminuye significativamente la amplitud de el potencial de acción de 50 ± 4 mV a 

42 ± 5 mV (n = 7; P = 0.002; datos no mostrados). Este último efecto puede no 

estar relacionado con el bloqueo de los canales erg y puede ser provocado por 

una acción inespecífica del E-4031, la cual no abordamos en este trabajo. El 

efecto de los distintos fármacos utilizados se resume en la Tabla IV. 

 

6.4 Estudio de la corriente IK,M en neuronas aferentes de rata P25-P30. 

 La inervación eferente en el vestíbulo de la rata se desarrolla durante las 

primeras 2 semanas después del nacimiento (Demêmes y cols., 2001). Por esta 

razón realizamos una serie experimental en ratas P25-P30, para corroborar que la 

IK,M se expresa también en neuronas de rata cuyo sistema vestibular es 

funcionalmente maduro. Estos experimentos fueron limitados debido a que la 

mayoría de las neuronas están cubiertas con una capa de mielina. Sin embargo, 

en cultivo algunas neuronas perdieron la capa de mielina y fueron registradas. 

Estas neuronas tuvieron una Cm = 30 ± 2 pF, una Rm = 276 ± 27 M, y un 

potencial de membrana de -59 ± 2 mV (n = 24).  

 La perfusión de XE-991 1 µM (n = 9) disminuyó la amplitud de la corriente 

IK,M 36 ± 9 % en 8 de las células registradas (con Cm = 34 ± 4 pF, comparada con 

Cm =15 pF de la célula que no tuvo efecto) (Figura 12A). Paralelamente, 

encontramos que las neuronas maduras mostraron una corriente entrante activada 

por hiperpolarización de mayor densidad que la observada en neuronas de ratas 

neonatas (datos no mostrados). La densidad promedio de corriente entrante en 



neuronas de rata P7 a P10 fue de 7 ± 1 pA/pF (n = 24) mientras que en ratas 

adultas P25 a P30 fue de 19 ± 2 pA/pF (n = 24) (Figura 12C y D). La diferencia en 

la densidad de la corriente entrante fue significativa con una P = 0.0007. Para el 

propósito de este trabajo no estudiamos con mayor detalle esta corriente.  

 En experimentos de fijación de corriente, el uso de XE-991 1 µM disminuyó 

el potencial de membrana desde -57 ± 0.2 a -54 ± 1 mV, el umbral desde -26 ± 2 a 

-22 ± 2 mV, la amplitud del potencial de acción desde 47 ± 6 a 29 ± 6 mV, y la 

AHP 3 ± 1 mV (n = 6; P < 0.05) (Figura 12B, Tabla V). 

 

 

Bloqueador 

Aumento 

número de 

PA 

Cambio PMR Umbral 
Disminución 

AHP 

Disminución 

amplitud PA 
Cm (pF) 

XE-991 1M - 
-57 ± 0.2 

-54 ± 1 

-26 ± 2 

-22 ± 2 
3 ± 1 18 33 ± 4 (n = 6) 

Oxo-M 10 M - 
-60 ± 1 

-63 ± 1 
- 2 ± 2 7 30 ±3 (n = 9) 

 

Tabla V. Efecto del bloqueador XE-991 y del agonista muscarínico oxo-M en la actividad eléctrica 
de las neuronas aferentes vestibulares, aisladas de ratas P25-P30. 

 La aplicación de oxo-M 10 µM hiperpolarizó el potencial de membrana 

desde -60 ± 1 a -63 ± 1 mV, disminuyó la amplitud del potencial de acción desde 

57 ± 3 a 50 ± 3 mV, la duración del potencial de acción se mantuvo estable (1 ± 

0.1 ms) y la AHP 2 ± 2 mV (Tabla V). Además encontramos que la oxo-M 

disminuyó significativamente la resistencia de membrana desde 145 ± 22 a 80 ± 

17 M (n = 9; P = 0.001), incrementó la corriente entrante instantánea desde -0.69 

± 0.2 hasta -1.6 ± 0.3 nA, y disminuyó el componente entrante que activa 



lentamente desde -0.43 ± 0.1 hasta -0.26 ± 0.05 nA (n = 8; P = 0.001, datos no 

mostrados). 

Figura 12. Efecto de XE-991 sobre la corriente IK,M y frecuencia de descarga en neuronas de 

rata P25. En A, se muestra la disminución de la corriente IK,M ,durante la aplicación de XE-991 

1M. En B, se observa el efecto de XE-991 en la frecuencia de disparo de una célula. C y D 

muestran la corriente rectificante de entrada regitrada en ratas de dos edades distintas. 

6.5 Inhibición muscarínica de la corriente M  

Evaluamos la sensibilidad de la IK,M a oxo-M, un agonista muscarínico de amplio 

espectro (Shapiro y cols., 2000; Gamper y cols., 2003). La aplicación de oxo-M (10 



Figura 13. Efecto de Oxotremorina-M (oxo-M). En A, la desactivación de la corriente en 

condiciones control (trazo negro) y después de la aplicación de oxo-M 10 µM (trazo gris). 

Oxo-M disminuyó la amplitud de la corriente un 57%. En B, la respuesta de una neurona 

aferente (Vm = -60 mV) ante un pulso de corrinte de 0.6 nA y 200-ms de duración, en 

condiciones control (trazo negro) y después de la perfusión de oxo-M 10 µM (trazo gris). 

µM) inhibió de manera parcialmente reversible la corriente saliente en un 15 ± 2% 

en 7 de 10 células (n = 7; Cm = 42 ± 3 pF), no se observó efecto significativo en las 

3 células restantes (Cm = 22 ± 2 pF; P = 0.001). La corriente sensible a oxo-M se 

obtuvo sustrayendo la corriente después de aplicar oxo-M de la corriente control 

(datos no mostrados). El efecto de oxo-M fue bloqueado por la aplicación previa 

de atropina 1 µM (n = 5). La aplicación de atropina por sí misma no modificó la 

amplitud de la corriente saliente (datos no mostrados). La acción de oxo-M 

también se estudió durante la desactivación de la IK,M. En 4 de 5 células (Cm = 39 

± 3 pF), oxo-M 10 µM redujo la amplitud de la corriente un 58 ± 12 %, el efecto fue 

parcialmente reversible (Figura 13A, Tabla III). La curva conductancia-voltaje de la 

corriente sensible a oxo-M se ajustó con una función de Boltzmann, se obtuvo una 

V1/2 = -45 ± 3 mV y S = 7 ± 2 mV. La acción de oxo-M sobre la deactivación fue 

completamente bloqueada con la aplicación previa de atropina 1 µM (n = 4, no se 



muestran los datos). Adicionalmente estudiamos el efecto de oxo-M utilizando la 

técnica de parche perforado (n = 3). El curso temporal, el porcentaje de inhibición 

y la recuperación de la corriente no fueron significativamente diferentes de los 

valores obtenidos en configuración de célula completa. En condiciones de fijación 

de corriente, la aplicación de oxo-M 10 µM incrementó la excitabilidad en 3 de 16 

neuronas (Cm = 52 ± 6 pF), provocó la descarga de un solo potencial a la descarga 

de 5 ± 2 potenciales de acción (rango 2-8) durante un pulso de corriente de 200 

Figura 14. El XE-991 previene el efecto de oxo-M. En A, la respuesta de una neurona 

aferente a un pulso de corriente de 0.9 nA y 200 ms de duración, a la izquierda se muestra el 

trazo control, en el centro, la aplicación de XE-991 1 µM provocó el disparo de un potencial de 

acción y finalmente luego de la coaplicación de oxo-M 10 µM y XE-991 1µM (trazo a la 

derecha). En B, la desactivación de la corriente en condiciones control (izquierda), después la 

perfusión de XE-991 1 µM (centro), y después de la coaplicaión de oxo-M y XE-991 

(derecha). 



ms de duración (Figura 13B) y modificó el umbral 6 mV (desde -34 a -28 mV). En 

otras 4 células, oxo-M despolarizó el potencial de membrana desde -60 ± 1 hasta -

57 ± 3 mV y disminuyó la AHP medida al pico de -57 ± 4 a -53 ± 4 mV (P = 0.04). 

En 6 células la aplicación de oxo-M hiperpolarizó el potencial de membrana de -60 

± 1 a -61 ± 1 mV, disminuyó la amplitud de la AHP de -58 ± 4 a -56 ± 4 mV y la 

pendiente de la AHP desde 9 ± 2 hasta 8 ± 2 ms (P = 0.048). Las células sensibles 

a oxo-M tuvieron una Cm = 36 ± 4 pF (n =13). Oxo-M no provocó efecto 

significativo en 3 de 16 células (Cm = 28 ± 5 pF; P = 0.41 para la diferencia de 

capacitancia). La sola aplicación de oxo-M 10 µM provocó la descarga de un 

Figura 15. La expresión de IK,M en las neuronas aferentes vestibulares. En A, se muestra el 

histograma de la capacitancia de membrana de las células de acuerdo a la expresión de IK,M. 

El promedio de capacitancia de las células que no tuvieron IK,M fue menor (26 ± 1 pF) que el 

de las células con IK,M (42 ± 1 pF; P < 0.001). La línea continua representa el ajuste a una 

función de Gauss; r = 0.9 y r = 0.99. En B, las células que expresaron IK,M tuvieron una menor 

resistencia de membrana, comparado con las células que no tuvieron IK,M (P = 0.0001, r = 

0.13).



potencial de acción en 2 de 9 células. En 5 células despolarizó el potencial de 

membrana 5 ± 2 mV y no observamos efecto significativo en 2 células. La 

coaplicación de atropina 1 µM (n = 7) bloqueo de manera reversible el efecto de 

oxo-M (datos no mostrados). Para definir si el XE-991 y oxo-M actúan sobre los 

mismos canales, medimos la amplitud de la corriente IK,M durante la aplicación 

secuencial de XE-991 y oxo-M. La perfusión inicial de XE-991 1 µM disminuyó la 

amplitud de la corriente un 51 ± 4% (n = 5; P = 0.03). La coaplicación de oxo-M 10 

µM y XE-991 1 µM produjo una disminución adicional no significativa (n = 5; P = 

0.1) (Figura 14B). La aplicación de XE-991 1 µM también disminuyó la corriente 

sostenida (a -20 mV) un 47 ± 9% (n = 5; P = 0.04). La co-perfusión de oxo-M y XE-

991 disminuyó la corriente sostenida un 7 ± 2% de manera adicional, sin embargo 

este efecto aditivo no fue significativo (n = 5; P = 0.08, comparado con el efecto de 

XE-991).En experimentos de fijación de corriente, el XE-991 1 µM incrementó la 

excitabilidad en 3 de 4 células convirtiendo el disparo de un solo potencial en 

descarga repetitiva con un promedio de 6 ± 4 potenciales de acción (rango 2-13) 

durante un pulso de corriente de 200 ms, además el potencial de membrana se 

despolarizó de -60 ± 0.5 a -52 ± 2 mV. La coaplicación de oxo-M y XE-991 

después de 2 minutos de XE-991, no observamos cambios significativos en el 

potencial de membrana o el patrón de descarga (n = 4; P = 0.3) (Figura 14A).  

 

6.6 Umbral, capacitancia de membrana y expresión de IK,M 

El análisis de la relación entre la Cm y la sensibilidad a linopirdina, XE-991 u oxo-M 

mostró que las células que expresaron la IK,M tuvieron una Cm de 42 ± 1 pF (n = 

69), este valor es significativamente diferente al de las células que no expresaron 



corriente IK,M cuya capacitancia fue de 26 ± 1 pF (n = 28; P < 0.001; Figura 15A). 

 

 

 

 

Figura 16. Efecto de los inhibidores de la 

PLC sobre la corriente IK,M. En A y B, 

observamos la disminución de la corriente 

IK,M durante su desactivación, con 3 M y 

10 M de U-73122 respectivamente, con 

10 M el efecto inhibidor de oxo-M es 

significativamente atenuado (P = 0.006). 

En C, la respuesta de una neurona 

aferente a un pulso de corriente de 0.6 nA 

y 200 ms de duración, se muestra el trazo 

control y el efecto de oxo-M en color gris, y 

luego de la coaplicación de oxo-M 10 µM y 

XE-991 1µM aumentó la descarga de la 

célula (trazo negro). 



También estudiamos la relación entre el umbral, la Cm y la expresión de la IK,M. 

Para realizar estos experimentos fijamos el potencial de membrana en -60 mV y 

aplicamos pulsos variables de corriente. Las células que expresaron IK,M tuvieron 

menor resistencia de membrana que las células que no expresaron IK,M (Rm = 230 

± 15 M, n = 69; versus Rm = 411 ± 28 M, n = 28; P < 0.001; Figura 15 B). 

Debido a la diferencia en la Rm y la influencia de la misma en las propiedades de 

cable de las neuronas, determinamos de dos maneras el umbral en el primer 

potencial de acción; primero, como el valor mínimo de corriente necesaria para 

generar un potencial de acción y como el valor de voltaje umbral del potencial de 

acción (ver material y métodos). Cuando el umbral fue medido como la corriente 

necesaria para provocar un potencial de acción, las células que expresaron IK,M 

fueron menos excitables ya que tuvieron mayor umbral (835 ± 70 pA; n = 55) 

comparado con las células que no expresaron IK,M (470 ± 95 pA; n = 22; P = 

0.005). Cuando el umbral fue medido en función del voltaje, las células que 

expresaron la IK,M (n = 54) mostraron un umbral de 4 mV por debajo de las que no 

tuvieron IK,M (n = 17; P = 0.04).  

 

6.7 Inhibición de la corriente IK,M por la activación de la PLC y depleción de la 

concentración de PIP2. 

 Para evaluar si la activación de la PLC (fosfolipasa C) participa en la 

inhibición de la corriente IK,M por activación de los mAChr, colocamos en la pipeta 

de registro, un inhibidor de la PLC, el U73122 3 M y 10 µM. Después de 10 

minutos de haber obtenido la configuración de célula completa, obtuvimos 



inmediatamente los trazos control y cuando la corriente se mantuvo estable, 

observamos que la aplicación de oxo-M 10 M disminuyó la amplitud de la 

corriente IK,M un 40 ± 6 % (n = 4) y en un 23 ± 3 % (n = 7)  respectivamente 

(Figuras 16A y B). El efecto inhibidor de oxo-M en estos experimentos, se 

comparó con el efecto de oxo-M previamente obtenido (en ausencia del inhibidor 

de la PLC) que fue de 58 ± 12%. Se consideró como control de estos 

experimentos, aquellos descritos en la figura 13A, donde la pipeta de registro no 

contenía inhibidor de la PLC. No obtuvimos diferencia significativa entre ambas 

condiciones (P = 0.24) cuando se usó el U73122 3 M, pero si fue significativa  (P 

= 0.006) cuando se usó el U73122 10 M.  

  

 Como control adicional luego de aplicar la oxo-M 10 µM se coaplico XE-991 

1 µM, la corriente disminuyó adicionalmente un 12 ± 5% (n = 4) para el primer 

caso y  35 ± 3% (n = 4) para el segundo corroborando la presencia de la IK.M en 

estas células. 

 En condiciones de fijación de corriente, en presencia de U73122 10 M, la 

aplicación de oxo-M 10 M despolarizó el potencial de membrana 1 ± 1 mV y 

después de la coaplicación de oxo-M y 1 µM XE-991 el potencial de membrana se 

despolarizó 7 ± 2 mV  y en una de dos células registradas provocó el disparo de 

un potencial de acción más (n = 4) (Figura 16C).   



 Como control del efecto observado con U73122, incluimos en la pipeta de 

registro su análogo inactivo, el U73343 3 µM. Encontramos que luego de la 

aplicación de oxo-M 10 µM la corriente IK,M disminuyó 50 ± 11% (n = 3) (Figura 

17A). Con 10 µM U73343, la perfusion de 10 µM oxo-M redujo la IK,M 51 ± 3 % (n = 

10) (Figura  17A). En estos experimentos el efecto inhibidor de oxo-M fue 

significativamente mayor que el obtenido en presencia de U73122 10 M (P = 

0.01). No observamos diferencia significativa con el efecto de oxo-M en condición 

control (58 ± 12%; P = 0.65). La coaplicación de 10 µM oxo-M y 1 µM XE-991 

disminuyó de manera adicional la amplitud de la corriente IK,M 9 ± 3 % (n = 7) 

(Figura 17A). 

Figura 17. Efecto del análogo inactivo de la PLC, U73343 y del secuestrador de PIP2, Poli-L-

lisina. En A, registro de corriente en condiciones control (trazo negro), se reduce 

significativamente después de la perfusión de 10 M oxo-M (trazo gris claro) en presencia de 

10 M U73343. Adicionalmente se perfundio XE-991 10 µM (trazo gris oscuro) el cual produce 

un ligera reducción adicional de la corriente. En B, el uso de Poli-L-lisina en la solución 

intracellular provocó una disminución de la corriente IK,M después de 3 minutos de haber 

establecido la condición de registro de célula completa (trazo gris), en negro se muestra el 

trazo control. La linea punteada muestra el cero de corriente 



 Finalmente realizamos otra serie experimental para estudiar el efecto de la 

depleción intracelular del PIP2 sobre la amplitud de la corriente IK,M. Para llevar a 

cabo estos experimentos aplicamos Poli-L-lisina 100 g/mL en la pipeta de registro 

(un secuestrador de PIP2), observamos que después de aproximadamente 1 

minuto la corriente IK,M empezó a disminuir, finalmente obtuvimos una disminución 

del 64 ± 4% (n = 4) (Figura 17B).  

 

7. DISCUSION 

 Nuestros resultados indican que las NAV de alrededor de 42 pF de 

capacitancia de membrana expresan de manera funcional la IK,M. Encontramos 

que bajas concentraciones de linopirdina y XE-991, bloqueadores selectivos de 

canales de potasio KCNQ (Costa y Brown, 1997; Romero y cols., 2004) inhiben un 

componente de la corriente saliente, el cual está presente en las NAV y que el 

bloqueador de canales erg, E-4031 inhibe un componente entrante transitorio. 

Además el agonista muscarínico oxo-M, inhibe el mismo componente  de la 

corriente saliente cuya sensibilidad al voltaje y sus características durante la 

desactivación coinciden con las reportadas para la IK,M (Brown y Adams, 1980; 

Constanti y Brown, 1981; Wang y cols., 1998). La inhibición de IK,M por linopirdina, 

XE-991, u oxo-M despolarizó el valor del potencial de membrana, redujo la 

amplitud de la AHP y modificó el patrón de descarga, aumentando el número de 

potenciales de acción, indicando la importancia funcional de la IK,M en el control de 

la excitabilidad de las NAV. 



 En las NAV, el efecto inhibidor de la linopirdina sobre la corriente IK,M (CI50 

de 3.5 µM) coincide con el valor reportado para heteromultímeros KCNQ2+3 (CI50 

= 4 µM), y es similar a la CI50 reportada en neuronas del ganglio cervical superior 

(Lamas y cols., 1997; Selyanko y cols., 1999). Aunque la linopirdina tiene mayor 

selectividad para IK,M (10 a 20 veces) en comparación con otras corrientes 

activadas por voltaje, puede bloquear canales activados por ligando tales como 

GABA y receptores nicotínicos (Gómez-Casati y cols., 2004). A pesar de esto, en 

células aisladas la linopirdina ha demostrado ser una útil herramienta en el estudio 

de la IK,M (Costa y Brown, 1997).  

 En nuestros experimentos, XE-991 mostró mayor potencia para inhibir la 

corriente M que la linopirdina (CI50 = 30 nM). Este CI50 es un orden de magnitud 

menor que la CI50 de XE-991 que se ha reportado es necesaria para incrementar 

la liberación de [3H] ACh en rebanadas de hipocampo de rata (Zaczek, 1998) e 

inhibir la IK,M en neuronas del ganglio dorsal de la rata (Passmore y cols., 2003) y 

menor que la CI50 (0.6 µM) para las subunidades KCNQ2+KCNQ3 expresadas en 

ovocitos de Xenopus (Wang y cols., 1998).  

 Nuestros resultados son consistentes con la idea de que los 

heteromultímeros KCNQ2+3 son las subunidades involucradas en la expresión de 

la corriente IK,M en las NAV. Además, la inactivación lenta de la IK,M que 

encontramos en nuestras células es semejante a la descrita para los canales con 

la subunidad KCNQ3 (Wang y cols., 1998; Passmore y cols., 2003). Sin embargo, 

la desactivación de IK,M en las NAV se ajustó con dos funciones exponenciales, lo 

cual sugiere que pudiera participar otro tipo de canal en la generación de dicha 

corriente. Se ha demostrado que la familia de canales de potasio ERG contribuye 



a la expresión de la corriente IK,M en células neuronales de mamífero (Selyanko y 

cols., 1999). En este trabajo estudiamos la presencia de los canales tipo ERG 

utilizando el bloqueador E-4031. Encontramos que todas las células que 

estudiamos expresan la corriente IK(ERG). Sin embargo la aplicación de E-4031 no 

modificó la amplitud de la corriente M durante su desactivación, esto significa que 

en las NAV los canales ERG no participan de forma significativa en la generación 

de la corriente M.  

 Evidencias recientes han implicado a los canales KCNQ en la función del 

oído interno: en los órganos vestibulares del ratón, las células ciliadas tipo I y sus 

terminales en forma de cáliz son específicamente inmunoreactivas a la subunidad 

KCNQ4 (Kharkovets y cols., 2000; Lysakowski y Price, 2003); sin embargo, 

mutaciones en la subunidad KCNQ4 que eliminan la funcionalidad del canal no 

producen trastornos vestibulares (Trussell, 2000; Kharkovets y cols., 2000), 

aunque existen reportes que indican un incremento en la suceptibilidad a sufrir 

vértigo y enlentecimiento del reflejo vestíbulo-ocular en personas que padecen 

sordera tipo DFNA2, por mutación en la subunidad KCNQ4 (De Leenheer y cols., 

2002).  

 

7.1 Sistema vestibular eferente 

 El estudio de la expresión de los receptores a acetilcolina muscarínicos 

(mAChR) subtipos (m1– m5) en los órganos vestibulares y en el ganglio vestibular 

de humano y de rata utilizando la técnica de RT-PCR, ha mostrado que en 

humanos se expresan los subtipos m1, m2, y m5, mientras que en la rata se 

expresan los cinco subtipos de receptores (Wackym y cols., 1996; Safieddine y 



cols., 1996). Estos resultados indican que las sinapsis eferentes colinérgicas axo-

dendrítica y axo-somática tienen un componente muscarínico (Lysakowski y 

Goldberg, 1997; Ross, 1997).  

  Utilizamos un modelo experimental basado en neuronas de rata P7-P10 en 

cultivo primario durante 24h. En este periodo del desarrollo, la población de 

células ciliadas tipo I y tipo II en el ratón aún no están completamente 

diferenciadas (Dechesne y cols., 1986). En la edad P5, las terminales en botón y 

cáliz ya están diferenciadas, en P8 las conductancias iónicas que muestran las 

células ciliadas maduras ya están presentes (Rüsch y cols., 1998), y en P10 el 

patrón de inervación y la sensibilidad de las fibras aferentes a corrientes 

galvánicas aplicadas externamente son similares a las que presentan animales 

adultos (Desmadryl y Sans, 1990; Desmadryl, 1991). Sin embargo la inervación 

eferente en la rata se establece durante las primeras dos semanas después del 

nacimiento (Demêmes y cols., 2001). En nuestros experimentos con células 

obtenidas de rata P25 – P30 el porcentaje de células sensibles a XE-991 fue 

mayor que en células P7-P10, lo cual indica que existe algún cambio en el grupo 

de canales expresados durante la maduración celular. Por ejemplo, observamos 

un claro incremento en la magnitud de la corriente rectificadora de entrada 

presente en neuronas P25 – P30.  

 Desde un punto de vista funcional, el hallazgo más consistente es que la 

estimulación eferente produce un incremento de la descarga aferente en 

mamíferos (Goldberg y Fernández, 1980), a pesar de que se han observado 

respuestas heterogéneas en reptiles y anfibios (Rossi y Martini 1991; Guth y 

Norris, 1996; Sugai y cols., 1991; Brichta y Goldberg, 2000). Nuestros resultados 



indican que la inhibición de la corriente IK,M mediante la aplicación de linopirdina o 

XE-991 y por el agonista muscarínico oxo-M produce un incremento en la 

excitabilidad celular. Esto constituye un posible mecanismo postsináptico por el 

cual el sistema eferente produce una respuesta excitadora en las neuronas 

aferentes (Marlinski y cols., 2004). Para las terminales en forma de cáliz, la 

influencia directa de las fibras eferentes es importante, pues determina las 

propiedades de su respuesta. Aunque se ha descrito que algunas neuronas 

eferentes contactan fibras aferentes en botón (Lysakowski y Goldberg, 1997), no 

existen datos cuantitativos de este tipo de inervación que probablemente 

corresponden a las fibras aferentes dimórficas. Basados en el hecho de que las 

neuronas que expresan IK,M son las de mayor tamaño, suponemos que las 

neuronas resistentes a linopirdina, XE-991 u oxo-M probablemente son las que 

inervan en forma de botón y que no reciben inervación colinérgica por parte de las 

fibras eferentes. Sin embargo, en neuronas del ganglio simpático de ratón, la 

aplicación de XE-991 no disminuye la adaptación de la frecuencia de disparo, a 

pesar de que estas neuronas expresan corriente M. Además las subunidades 

KCNQ poseen diferente sensibilidad a sus bloqueadores (Schoeder y cols., 2000) 

y es posible que la composición de los canales KCNQ difiera entre las neuronas 

aferentes vestibulares.  

 

7.2 Participación de la PLC en la inhibición de la corriente IK,M 

 En neuronas del ganglio simpático la vía de señalización responsable del 

decremento de la corriente IK,M es resultado de la activación de la proteína Gq/11 

acoplada al receptor M1 (Brown y Adams, 1980; Selyanko y cols., 2001; 



Hernandez y cols., 2008). La subunidad  activa a la PLC, la cual hidroliza PIP2 y 

es la depleción de este último la que provoca el cierre del canal KCNQ (Suh y 

cols., 2006; Jensen y cols., 2009). Además se requiere de ATP intracelular para 

que la corriente generada por KCNQ2-KCNQ3 se recupere después de la 

supresión muscarínica (Suh y Hille, 2002). En nuestros experimentos el efecto de 

oxo-M fue similar tanto en condiciones de parche perforado como en célula 

completa, esto sugiere que el efecto es mediado por un mensajero no difusible 

asociado a la membrana celular (Zhang y cols., 2003). Además la recuperación de 

la corriente IK,M, después de la aplicación de oxo-M en ambas condiciones fue 

semejante (> 20 min), esto implica que en nuestras condiciones experimentales 

existe una depleción del fosfolípido de membrana PIP2 o algún otro fosfolípido 

relacionado, ya que estos han sido asociados con la recuperación de las 

corrientes generadas por canales KCNQ después de la aplicación de oxo-M 

(Zhang y cols., 2003).  

 Debido a lo antes mencionado realizamos experimentos para estudiar la 

participación de la PLC en la inhibición de la IK,M, nuestros resultados mostraron 

que en las neuronas aferentes vestibulares, la inhibición de la PLC atenúa el 

efecto de oxo-M sobre la corriente IK,M, sin embargo obtuvimos diferencia 

significativa sólo con 10 M del inhibidor U73122, a diferencia de lo reportado en 

neuronas simpáticas de la rana toro y en células tsA en las que con 3 M del 

inhibidor obtienen atenuación significativa del efecto de oxo-M (Suh y Hille, 2002; 

Ford y cols., 2003). Esta diferencia podría deberse a que el U-73122 ha sido 

reportado como un agonista débil de la PLC (Horowitz y cols., 2005). 



Consideramos que el efecto observado con U73122 fue específico ya que con el 

análogo inactivo no obtuvimos reducción significativa en el efecto de oxo-M. 

También mostramos que la depleción intracelular de PIP2 reduce la amplitud de la 

corriente IK,M, mediante la aplicación de Poli-L-lisina, tal y como se ha reportado en 

células tsA y en sistemas de expresión heterólogos (Suh y Hille, 2008; Zhang y 

cols., 2003). 

 Nuestros resultados demuestran que la activación de receptores 

muscarínicos inhibe la corriente IK,M en una gran proporción de las neuronas 

aferentes incrementando su ganancia. Esto contribuirá significativamente al 

estudio de la acción farmacológica de drogas anticolinérgicas utilizadas en 

transtornos relacionados con el sistema vestibular. Estos resultados abren la 

posibilidad del uso terapéutico de moduladores de la corriente M como el 

retigabine y linopirdina (Romero y cols., 2004; Rivera-Arconada y López-García, 

2005; Surti y Jan, 2005) en el tratamiento de padecimientos del sistema vestibular.  

 

 

 

 

 



 8. CONCLUSIÓN 

 Las neuronas aferentes vestibulares aisladas de la rata, presentaron una 

corriente de potasio tipo M sensible a linopirdina y XE-991, mostrando de esta 

manera que son los canales de la familia KCNQ los que generan esta corriente. La 

amplitud de la corriente IK,M disminuyó con la activación de receptores 

muscarínicos utilizando el agonista oxo-M. En experimentos de fijación de 

corriente, la inhibición de la corriente IK,M aplicando linopirdina, XE-991 y oxo-M 

incrementó la frecuencia de descarga en un grupo específico del total de neuronas 

registradas. Este grupo correspondió a las neuronas de mayor tamaño. El estudio 

del mecanismo intracelular que participa en la inhibición de la corriente mostró que 

es mediado por la actividad de la PLC y la depleción de PIP2.  

Consideramos, que la inhibición de la corriente IK,M por activación de los 

receptores muscarínicos, la subsecuente estimulación de la PLC y depleción del 

PIP2 constituyen una de las vías que subyacen a la respuesta excitadora de las 

neuronas aferentes vestibulares ante la influencia del sistema eferente colinérgico. 
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Limón, Agenor, Cristina Pérez, Rosario Vega, and Enrique Soto. 
CaH -aclivaleu K" -curl'enr Jensíty i.; correlaleu wllh suma ~i:¿e in fui 

vestibuJar- afferent neurons in culture. J Neurophysio/ 94: 3751-3761. 
:WOS. Firs! publíshcd AlIgusl 17.1005', doi:IO.1152/JIl.OOI77.2005. 
Vestibular-afferent nellrOIlS (V ANs) lwnsmil informa!Íon aboulline,u' 
and angular acccleratiuns during head 1ll0vements from veMibular end 
org<1ns lO vestibular Iludei. In SilU, lhese neurolls ,how helerogeneoLls 
discharge paneras Ihat may be produced by differences in Iheir 
intrinsic properlies. However, hule is kllOWI1 abolll the ¡onie currenls 
lInderlying lheir differelH firing palterns. Using lhe whole cell pmch
clt1mp lechníque, we analyzed the expression of Ca2

' ¡¡nd Ca2
' 

activated K+ currents (1KC.) in primary cU!lured neurons isolated 
from young mls (p7-p 10). We found lwo overlapping subpopulalions 
01' V ANs classified accorJing lO low-threshold Ca2

' -currem 1I0w
voltage-aclivated (LVA)] expression; LVA (-) neurons, fonned by 
small cells, and LVA (+) IIcurOIlS cOJllposeu of ll1edilllJl lO large cells. 
The IKCa in bolh cell-grollps was carried through chullllcls 01' high 
(BK), intel'lnediute (lK), ulld low conduclHnce (SK), besitks a re~is
(¡jnt chanlle! lO c1l1ssical blockers (IR). BK wus cxpresscd prcferen
tially in L VA (+) cells, whereas IR expression W¡]s preferentially in 
LV A (-) celIs. No cOlTclation belween SK alld IK expre~sion wilh the 
soma siz,e was foulld. ClIJ'i'ent-cbll1p experilllents showed that BK 
parlicipules in lhe adaptation 01' discharge and in lhe duration 01' lhe 
acliOIl potential, whereas SK and IK did nOI show a significan! 
contriblltioll lo elecu·ical discharge of culLUred VAN,. However, 
becallse of lhe low number of VAN, jll culture with repelitive liring 
it is dif1lclIlt 10 interpret our results in terms of discharge paneros. OUt' 

resltlts c1emonstrate tha! vestibLlJar-afferem neurons pos.'iess dirrerent 
Ca2

" -activatcd K' (KcJ channels and that the)r expression, helero
geneuus nrnong lhe ce lis, would contrlbule ro explain ,ome or the 
differellces in lhe elecU'iclll-tiring propelties 01' thcse neurOl1s. 

INTRODUCTION 

The vestibular system transforms meehanical stimuli from 
lincar and angular acceJerations during head movements into 
spíke lmins thal are lransmitted 10 the vestibular nuelei through 
bipolar-afferem llcurons. Vestibular-affercnt neurons (V ANs) 
have a resting discharge in the absence 01' any slimuli that 
depend on the spontaneous rclease of a neul'Otrunsmitter from 
thc sensory haircells (Annoni et al. 1984; Soto and Vega 1988: 
Stl1D' and Sewell 1991). Based on the coefliciem of variation of 
their resting discharge, V ANs have been classified ¡!lto regular 
and irregular cells. However, there is no clear separation into 
two neuronal subgroups because the regularity of the discharge 
varies from thc most irregular to regular eells forming a 
conlinuum among aH cells (Goldbcrg and Pernández 1971; 
Honrubia et al. 1989). VAN morphology has becn correlated 

Address for reprint requesls ami otllef C<lrre~pl>lJ(lence: A. Limón. Univer
~idad Autónoma dc Puebla, Apartado PosmJ 406, PUebla, Pue, c.P. 72UUU, 
Mexico (E-mail: alil1lonru@uci.edu). 

with the regularily of the reslÍng discharge. CaJyx-ending 
neurons, with the largest somas and thick afrerent dendrites 
lhar inncrv:.llc Iypc 1 h<lil' cclls mainly localed in the central 
ZOIlCS 01' lhc scnsory ncufoepithclia, have un irregular resting 
dischargc. Thc smaJlest nClIrons, with thin clendrites thal es
tablish bouton synupses wilh type U hair cells in the peripheral 
zoncs of sensory epithelia, have a regular resting di scharge , 
Dimorphic neurons, with medium soma size innervating both 
type 1 and type H hair celIs, are dislributed throughont the 
scnsory epithclia and have inlennediate electrical propeltic~ 
(Fernándcz et al. 19H8, 19t.l5; Kevctler and Leonard 2002; 
Leonurd and Kcvctter 2002; Lysakowski el al. 1995; Si e! al. 
2003). 

Besicles this, vestibular ncurons exhibí! differences in their 
dynamic spike response to mechanical (Baird el al. 1988; 
Curthoys 1982; GoJdberg and Fernúndez 1971', Lysakowski et 
al. 1(95) ancJ elcctrical slimulution (Brontc-Stewurt and Lis
berger 1994; Eznre el al. 1983; Goldberg el al. 1987) of the 
membranous labyrinlh. Difl'crcnces in lhe firing propcrtie~ of 
V ANs cannot be expl¡,lned solcly by theír synaptic input 
(Smith and Goldbcrg 19R6) nor by Ihe type of ha ir cclls they 
innervate because vestibular neurons from animals lacking 
type 1 hair ceJls can also be grouped into irregular anc1 regular 
types with a similar regional distributíon of their temlÍnals 
within Ihe neuroepithelia (H.onrubia el al. 1989; Myers und 
Lewis 1990), Thus as suggestcd (Goldberg 2000; Smilh and 
Gbldberg 1986), ionic eonductance of vestibular ncumns muy 
vary depending on the l(¡cation of the eclls within Ihe neuro
epitheJia thuI thcse ncumns innervatc, Howcver, there i8 littlc 
ínformutíon abollt the ionic conductance exprcssed by vestib
ular neurO!lS in mammals. Studies in embryonic und neonatal 
mice have shown that V ANs express a tetrodotoxin (TTX)
sensitlve Na f CUlTent (Chabbert el al. 1997), a hyperpolariza
tíon-activated inward current (Chabbert et al. 200Ib), three 
vúltage-depcndenl K -+ currcnts (Chabbert el al. 200 la), Hnd a 
voItage-c1epcndent Ca2 

j current composed of L-, N-, P/Q-, R-, 
and T-type channels (Chumbard et al. 1999; Dcsmadryl et al. 
1997), Only the T-type current has beell shown lO have a 
heterogeneolls distriqtltion among afferent neurons (Chambard 
et al. 1999; Desmadryl et al. 1997), lea vi ng unsol ved the 
qllestíon ol' a putative difterential express ion of ionic conduc
tance rhat in turn could be correlated with the diffcrcnces in the 
firing pattern observed in V ANs, 

In mathcmutical models, intcrspikc-inlerval statistics, sensi
tivíty to gulvHnic currcnts, and the I'elation between discharge 

Tlle costs oí' publicatioll 01' lhis urlicle were defrayed in parl by the paYilIent 
of pl\ge ehargcs. The arlide must thercl'orc be hcrcby murked "t1dverlisemel/l" 
in accordance Wilh J 8 USe. Scclion 1734 sotdy LO indkate Ihis f~ct. 
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VAN regularity and galvanic scnsitivity can be accounled for 
by interaetions between the synaptic noise and the slope of the 
afterhyperpolarization (AHP) (Smith and Goldberg 1986), 
which is in part dependent 011 the Ca2 

f -activated K f current 
(iKCa) characteristies (Cloues and Sather 2003; Sah 1996). At 
present, there is only one report of big conductance current 
(BK) channcls in the saeular nerve of goldfish, in which il was 
shown tha! BK currenl is sclee!ivcly expressed in a population 
01' cells innervating the caudal portion of the saccular macula 
(Davis 1996). rn this work, we report for the first time that in 
the primary affcrent neurons of the vestibular systcm the 
Ca2 

I -aetivated K I current (iKCa) is eomposed of four compo
nents: 1) big conduetance cunent (BK), sensitive to iberiotoxin 
(lbTx); 2) small conductance current (SK), sensitive to apamin; 
3) intermcdia!e eonductanee current (IK), sensilive to c1otrim
azolc (CLT) and eharibdotoxin (ChTx); and 4) a resistant 
curren! (IR) that is not sensiÜve lo any of Ihe drugs used in this 
work ano that is aetivated by extracellular Ca21 

. In addition we 
found that the euo'cnt density of total JKcu' the BK, and the IR 
were corrclated with soma size and with the express ion of a 
low-voltage-activated (LV A) CaN current. Cllrrent-clamp ex
periments using the perforated-patch techniqlle indicate that 
the 13 K current participates in the adaptation of discharge and 
in the repolarizaüon 01' lhe ac!ion potential 01' culturcd V ANs. 

Some 01' these results were previously presenled in abstracl 
form (Limón et al. 2(03). 

METIlODS 

Young Wistar rats of either gender wcre used for the cxperimcnts. 
Animal cme and procedures were in accordance wilh the Nalional 
InslÍlules 01' Health Guide ror lhe Care and Use o[ Labomlory Animals 
and thc Neg/alllell(o ue la Le\' Gellera! dI! Sa/I/d en Materia de 
Ir/fif.\·tigación para /a S(//lIU o[ the Secrelaría de Salud de México. Al! 
experimenlal prOl:edures were done arter approval by an appropriate 
conllllittee within lhe inslitution. Al! elTons were I1lnde lO minil1lize 
animal suflúing and to reduce lhe number 01' animals Llsed, as 
oUllinl'd in the "Guide to the Care and Use of Laboratory AniJl1als" 
issued by the Nnlional Acaderny 01' Sciences. 

Cel! somala 01' mt VANs ínitiate lheir myelinization aroul1d the 
cighlh day afler birth (pR) (Toesca 1997). To maintain accessibility to 
neuronal plasl11nleJl1ma wilh pntch pipetles, we decided to use rats al 

ages betwccn p7 llnd p 10, a time at which we can obtain isolated 
neurons wilhOlll a myelin sheath. Some 01' lhe experimenls were done 
in aculely dissociated vestibular neurons as indkated. However, 
because enzymalÍc disl;ociation could alter properties 01' KCa channels 
(Sprendbury el al. 2004) and produce sOllla size changes callsed by 
cell swelling (Emgard et al. 20(2), we decided lo use pril1lary cultured 
(18 -24 h) VANs to allow cells to recover from possible alterations 01' 
membrane ionic channels. Also, so me 01' lhe aculely isolaled cells have 
a thin myelin sheet covcring the cell body. Becallse of the culluring 
procedllre. lhis myelin sheet disappears, I'acilil,lling palch-clarnping PfLl
cedllres (Santos-Sacchi 1993). Because the cullure procedure also re
moves the myclin in some adult ncurons. a snwll experimenlal s,lInple 
wa, dUlle' in VAN, frolll r,lls p23 10 p26. Soma size 01' neurolilwTlem 
(NF}il1il11unoreactive cullured VANs I'ollows a Gallssian disll'ibulion 
[21.8 .' .. 5 1.l.In (mean ± SD); Soto el al. 2002J similar to the dislribulion 
of NF-iml1illnoreaclive V ANs in lhe ral vestibular ganglioll in silU (19 ± 
4 1.l.In; Demcmes et al. 1002), indicating that morphologically they are 
representative 01' lhe in vivo conditions. 

Cell culture 

Young Wislar rals (p7-pI0) were anesthetized with elher and 
decapitated. The head was cleancd with 70% alcohol, the inferior 

maxillary was removed, and the cranium immerscd in L-IS mediulIl 
(Gibco, Grand Island, NY). The upper parl 01' the skull ami the brain 
wcre removed and both the otie capslIle and the vestibular ganglia 
were idenlilied by usillg a slereoscopic l1iicroscope (Nikon, Tokyo, 
Japan). The superior vestibular ganglion was dissected and placed in 
fresh L-15 with added collagcnase lA at 1.25 Illg/mL (Sigma-Aldrich, 
SI. Louis, MO) and porcine trypsin 1.25 mg/mL (USB. Cleveland, 
OH) [or 30 min al 37°C. Tisslle pieces were then washed three times 
in L-15 medium. After each wash, lissuc was cenlrifuged 5 min at 
4,000 rpm, arter which the lissue was suspended in ineubaled feeding 
mediulll. Thc feeding medium contained L-15, 10% fetal bovine 
serum, 100 ILJ/mL penicillin (Lakesicle, Toluca, Mexico), 2.5 ¡.LLlmL 
Fungizone (Gibco), 15.7 111M NaHCO.1 (Merck. Naucalpan, Mexico), 
and 1:'i.8 mM HEPES (Sigl1la-Aldrich), and was adjusled with NaOH 
LO pH 7.7 (l1ledilll1l was incubated 30 min in a CO, lissue-cullure 
incubalor rOl' it to reach pH 704). 'rhe cells wen! ll1echanically 
dissociated I'rom lhe tissue by gently sucking it back and forth with a 
Hume-nurrowed Pasleur pipelle. The ce.ll suspensíon was diluted with 
incubated fceding mediul11 and seeded into 35-ITllll Nunclon lisslle
cullure pelri dishes (Nunc Denmark, Roskilde, Oenrnark) previously 
lreuled wilh 100 ¡.LglrnL polY-D-lysine (Sigmu-Aldrich). The pelri 
dishes wcre transferred to a 5<}'0 CO2 tissue-culturc incubator (Nuaire, 
Plymoulh, MN) and mainlained thel'e al 37°C unlil lhe eleclrophysi
ological recording (2 h fol' acutely dissociatcd neurons and 18 to 24 h 
rOl' cultllred cells). Three veslibular ganglia per dish were used in each 
experimenl. 

Soma size measurements 

Although the electrical capacitance 01' a membrane depends on lhe 
rnernbrane area of the cells, and it is an indirect measurement of soma 
si/.e, we decided lo analYl.e the correlation belween soma diameter 
and membrane cupacitance lo ensure lhut there were no differences in 
cellular-rnemhrane characteristics betwecn small and large cells, such 
as dif[erences in the membrane I'olding (García-Pérel. el al. 2(04) lhat 
cOllld prevenl lhe use 01' membrane capacitance as un indicator 01' 
soma size. For this, cell images wel'e aC(juil'ed Wilh a CCO camera 
('1'1-241\, NEC, Elk (]mve Yillage, IL) 1110unted in u Iriocular mÍcro
scope (Diaphot. Nikon) and digitizcd with a framc-grabhcr hoard 
DT2867-LC (Data Translalion, Marlboro, MA). The soma diameler 
was calculaled as the average o[ major and minor longitudinal axes 
using lhe Global Lab fmage (Data Translation) software tools. 

Electrophysiological recordillg 

The culture dish with attached nCUl'ons was mounted on the stage of 
an inverled phase-contrasl microscope (TMS, Nikon). Membrane 
ionic currenls ami voltage changes in the cell membrane were sludied 
by standard protocols 01' whole cell voltage-clamp and currcnt-clamp 
techniqlles at room temperature (23-25"C) using an Axopalch 200B 
llmpli1ier (Axon Instruments, Fostcr City, CA). Some 01' the currem
clamp experimenls, as indicaled in RESUI.TS, were done allemperatures 
01' 35 lo 37"C using lhe perl'ormed-putch lechnique with 260 ¡.LM 
ampliotl'ricill B (Sigllla-Aldrich). COlllll1and-pulsc gcneration and 
data sampling were controlled by pClalllp 7.0 soflware (Axon Instru
mt)nts) using ;¡ 12-bil data-acquisilion system (Digidala 1200, Axon 
Inslrulllelils). Sign,¡h, \Vere low-pass lillered at 5 or 2 kHz. and 
digitized al 20 or 10 kHz depending on lhe ionic currenl under sludy. 
P~ltch pipcttes werc pullcd from borosilicatc glass capillaries 
('rW 120-3; WPI, Sarasota, FL) LlSing a Flaming-Browil eleclrode 
pul/er (SO/PC; Slllter lnSlrumelltS, San Rafael, CA); lhey lypically had 
a rcsi.~tance of I to 3 Mü whcn filled with interna] sollltions. Cells 
were balhecl wilh diJ'ferenl solutions depending on Ihe experimenlal 
protocol (Table 1). To isolate the Ca2

" CUITCIU (le)' Cs' , tctraeth
ylamrnoniulll (TEA), and 4-aJ1linopyridine (4-AP) were llsed to elim
inule oulward K + currents ('rabie 1, eXlernal and internal Cs+ solu
tions) und TTX was used to block Na I currents. For the analyses 01' 
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TAlILE l. Solutio/ls 

Sol NaCI Cholínt! el KCI CsCl TEA 4-AP EGTA HEPES 

le, Extcrll<lt C~' * 5 3.6 1.2 130 10 JO 
le" Internal Cs' 140 0.134 JO 2 5 
IKC" External .:holillé 130 5.4 3.6 1.2 10 10 
l Kea Ca2 fre': cholinc solutíO!l'¡' 130 54 lJ 1.2 j(J 5 JO 
IKCti Internal c[¡oline JO 140 0.134 2 5 
External ce 140 5.4 Ui 1.2 10 10 
lrucrnal ce lB 140 0.134 2 5 

The h;:rlmoS! columll indicalcs lhe ionÍ<: current lhal each sollltíon WllS used [{)r. External and illlcrnal ce solmíons wcrc lIsed for currclII.-clmnp cxperill1cllts. 
*Addcd with TrX 200 nM. 

the Ca'l +-aclivated K+ currenl (JKCJ, Na+ and 4-AP-sensilive K+ 
currenLS were blocked. The oUlward currenL elicileclllsing inlernnl and 
external choline solUliol1s consisted of lhe IKca nnd a voltage-depen
dellt, Ca" I .independent outward currcnt resistant lO 4-AP. To eva!u
ale the total/"Ca component, cells were perfused wlth a Ca:1+-free, 5 
mM EG1'A external cholinc solution (Tllble 1) and the IKC¡, wa., 
oblllined by subtraction. The free CiH concentration in Ihe interna! 
solUliol1s lIsing 2 mM EGTA was about 4 11M estimated with Ihe 
M<1xc software (['rolT] Chris Pattoll, Hopkins Mal'Íne Stalion, Stunford 
University). In currem-cJamp experiment$, internal und external so
IUlions were the ,ame as those u~ed to anlllyze I KCa except Ihat 
eholil1e-Cl WHS replaced by NaCI 18 (ínternal) and by 140 mM 
(externa!) and the CaCI2 ín Ihe external solutiol1 was sel to 1.8 mM 
{1'able 1, external (md internal Ce). AII internal solutiollS also con
tuíned 2mM ATP-Mg and 0.5 mM GTP-Na. The pH was adjusted for 
the externa! solution lo 7.4 and ror Ihe internal solution lo 7.2. 
Osmolarity was monitored by a vapor pressure osmometer (Wescor, 
Logan, UT) and was around 300 mOsm for imernal solutiomi and 
adjusted with dextrose to 310 mOsm for external solutions. 

The analysis of lhe pharmacological properlies 01' Ke;, challnels 
llndedying the I;;.c" was made with 100 nM IbTx, lOO nM Ch'!'x, lOO 
nM apumin. and ] J.LM CL1' (Sigma-Aldrichl added lO the correspond
illg external solulion. A gravily-driven perfusioll system mainlained 
the external solution flowing into the culture disb at a rute 01' arollnd 
2 rnL!min. Additionally n three-barrel array 01' square borosilic¡lle
glass capiJIaries connected lo a SF-B77 perfusion system (Warner 
lnstnllnentli, Hamden, C1') was placed npproximately 50 J.LITI from the 
neuron lInder study. Each capil.lary was coupled 10 an independent 
syringe driven by a Baby Bee pump (BAS. West Lafayettc. IN). 
Thl'Ough l!lis syslem, lhe neuron was continuollsly microperfused (20 
J.LUmin) with external solUlÍOll alone or with Ihe selecled drug addt;xl. 
Drugs were perfused until the current amplitude was nearly stable. 
1'he stabilily 01' membrane pl'Operlies was evaluated periodically 
during Ihe COUfse 01' the experiment amI data \Vere discarded where 
there was oSlensible variation in the access or seal resistance. Steady
slate properties of the membmne and series resislanee were Illeasured 
on-Hne using pClamp 7.0 software (Axon fnstrumelllS) and caJculated 
off-tine by measuring!he lransíent current induced by a 10 mV sle]) 
('mm a VH 01' -70 m V (Amslrong and Gilly 1992). Cells thm showed 
instability of lea (Jr IKCa were diminated from the [Ulalysis. For 
currenl-c1amp experiments, only ceHs with n membrnne potenlial al 
rest above -35 mV were consiJered. 

The residual series resislilnce afler 80% 01' compensation in whole 
ceH palch-c\amp experiments was 2.6 :!: 0.3 Mfl. (I! 107; range 
0.8-5.9 MO). Mel1sured liquid junction potentials were 3 I11V for 
Solulions lIsed to sllIdy let! amI 2 mV ror solutiolls ror IKcu' Solutions 
with Na T used 10 anulyze membrane voltage responses in currenl 
c!nmp had a liquid junctioll potential 01' 1 mV. To plot the current 
densily versus membrane capacilalll:e, Ihe inward CaH currenl was 
measured at the peak of the current. The K' currents wcrc mcasurcd 
al 800 ms artel' lhe onset 01' depolarizíng ptllse~. The maximum current 
uensity of LOtall KCu and oC ils componel1ls was e:\límated frolll their 
respective I-V plots, whieh were obtained by subtract¡on of I-V 

relationships (cofrected for residual series resistance tlnd Iiquid junc
tion potenlial) hefore ¡¡nd during perfusiol1 of pharmacological agents 
or external free CaH solution. This was done ínsread 01' conslruclÍng 
I-V curves from isolated clIn-ents to avoid possible error, that could 
emerge beca use oi" un uncol11pensaled series resistance when large 
currenls \Vith different kinetics are sllbrractetl from olJe [tnother 
(Mareotti et al. 20(4). 

Action potential analysis 

Some 01' ¡he currelll-clamp experíments as indicaled in RESULTS 

were done m temperatures 01' 35 lo 3rC L1sing tile perforated-patch 
technique with 260 ¡..¡.M amphotericin B. In thes.: experiments, action
potential variables were measured. For this, lhe voltage vallle 01' lhe 
threshold leve] was used as a rcference poínt. Thrcshold was denncd 
in two forms: 1) as rhe point where the time CQurse of a voltage 
response to a suprathreshold pulse diverts fl'om a single exponential tIl 
to the electrical charging (Ji' the membrane I the exponentíal lit was (Jf 
the fmm V(r) = exp{ -lit) + e, where Vis the vollage, t is lime, ¡¡nd 
L j, the time constanl of the cdl membraneJ: 2) as the point where the 
firsl-order derivalive d V/dt of ll1embrane pOlenlial reached a value 
higher Ihan the noise 5 ms before spikc onset (Leger el al. 200S), there 
were no signifleant diffen:nces using both mctllOds. The umplilude of 
the actíon pOlenlial w¡as delined as lhe peak actíon-polenlial value 
minus the threshoJd w\llage. The aC\Íon-potential duration was mea· 
sured al 75% of the spike amplítude. 

pata analY.I'is 

Recordings were analyzed off-Hne using CLal11ptit in Ihe pClamp 
7.0 suile ulld Origill software (MicfocaJ Sol'tware, NOflhamptoll, MA). 
SlatíslÍcul differences of means were determined usíng a Studenl's 
Hest. considering significant lh()se with a P < 0.05. Curve-fitting 
roulines were made by usíng a nOlllinear least-squares method. PooJed 
data are presented as means ::':: SE unJess otherwíse statet!. 

RESULTS 

Vcstibular-affcrcnt ncuwns in culture were idcntified by 
thcir bircfringcnt rOlllld 01' ovoid soma whcn viewcd undcr 
phase-contrast oplics (Fig. 111). Thc rc1ationship bclwccn 
I11cmbranc capadtancc and neuronal ~izc showcd a linear 
correlation (r := 0.92), indicating thm membrane capacitancc 
can be used as an indircct measure of soma size (Fig, lB), 

Previol1s reports indicate that in acutely dissociated V ANs 
frorn embryonic mice, the largest cells express a LV A-Ca"! 
current, whcreas the high-voltagc-activated (HVA) cur
rent is expressed homogcncotlsJy in all cells (Chambard et al. 
1999; Desmadryl el al. 1997). Thus we analyzed the Ca2 

I 

current to define whether culwred rat V ANs ha ve the same 
relutionship between soma sizo and Cah current expression. 
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ar~ lincarly co!'related. A: isolated wslibulur neuron 
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correhlljOIl betweell membwne capacilance and soma 
sile (11 = 20). Diallleter 01' ¡he neuron ('el! bodies was 
cakulated as the mean 01' major and l11inur longitudinul 
uxcs, Dasbed lines represen! lhe 95% ('onfidenee inter
vals, 
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Vo/tage-dependent calcium current lco 

The isolared CaH current (leu) was sludicd in 35 neufOns. In 
26% 01' the cclls (n 35 J, lea was formcd exclusively by HV A 
componcnis, whcreas in the remaining cells (74%) both LV A 
and BY A cOlllponents werc identified (Fig. 2, A and B). The 
ICa in LVA-lacking [LVA (-)1 ccll~ activated IIcar -45 mV 
has its maximulll amplitllde around - 10 m V, Ínacti vating 
parLÍally dllring the 800-ms pulsc (n = 9). The maximllm peak 
current density in these cells waB - 30 :t 6 pA/pF, In the 
LV A-expressing lLV A (+)J nellwns, the Cah current acti
vated around -60 mV and complctely inactivated with a single 
time constan! ol' 3 I :!: 2 mí> ror pulses al -40 m V (n = 26), 
The HV A Cllm:nt in LV A (+) cells was cvidcnt arollnd - 30 
mV and partially inactivatcd during the 800-ms pulse. Thc 
maximum peak curren! dcnsity around 10 111 V in LV A (+) 
ncurons was -49 :t 8 pA/pF. 

A B 

LVA (.) 

·2D 

2(JOpA ¡ 200 ms ,'lO 

LVA (+ J 
-100 -50 

To analyze whether there was any correJation between BV A 
cunent density and membrane eapacitance. the cunent density 
at the ene! of an 800-ms pulse to -10m V was calclllated in 
both neuronal sllbtypes. This allowed ns to compare HV A 
Cllrrcnt betwecn LV A (-) and LV A (+) cells bccause al 800 
ms the contributiotl of a T-type curren¡ in LV A (+) cells was 
negligible. Thc HVA current density bctween LVA (-) 
(17.5 :t 4 pA/pF; n ::: 9) and LV A ( + ) cells (12.5 :!: 2 pA/pF: 
11 26) wa~ not significantly diffcrcnt (P > 0.(5). in experi
menls made to stucly the 1 KCú in which the Cal' current was 
not isolated, il was also possible lo idcntify the LV A (-) and 
L V A (+) neurons by analyzing the current caused by 11 te8t 
pulse lO -53 mV from a VII of -113 mV (Fig. 2C, insets). 
Mcmbrane capacitances of cclls idcntificd l1sing this procedure 
or by analysis oí' isolated lCa wcre pooled according to LV A 
expression (Fig. 2e). Cell capacitance had a normal distribu-
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Flli, 2, le" expressio!l in vestibulal'-all'e¡ent nt'urons (VAN~), A: families 01' iso]atell Cul
, currents obl'lined fWI112 representative cells. Currents were eticited 

witlr voltuge pul~es in nominal incremenls of 10 rnV fmm a Vil 01' -93 mV (sume traces were orniltcd, rOl' ch¡rity), Above, a cell expressing only the 
lligh·voltage-nctivatd (HVA)-{.',,2" curren! lIow-voltagc-activ1ltcd (LV A) (- JI. Below. ¡¡ cell cxpn:s,~ing hotl\ LV A- and HV A_Ca" Cllrrellt~ IL VA (+)1. B: 
peak currenl dcn~Hy~vohag~ relatlonship fol' lile eells ~h()wn in A, C: hislograJll$ of lhe Illcmhrane capacitance or cdls according lo LV A expression.lmeIS: 
curren!, (calibrutions apply for bOlh ¡nse!'ts) elicited with a pulse lO '-53 m V rrom a Vil 01' - 113 rnV. LV A (-) eclls had a mean rnembrane capacitanee 
significantly lowel' (1 H.5 :!: 7 pP) than that of L VA (+) cells (39 e'.: 15 pI": P <. O.DIJO)). Cootinuous lille is lhe Gaussian nllO dllta; /' ,c, 0.9H for hotl1 hístognulls. 
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lion 01' 18.5 :t 7 pF (mean :t SD; r¡ = 19/68) for LV A (-) anel 
39 ±15 pF (n = 49/68) for LV A (+ ). The statistical differencc 
in capacitance (soma size) between these subgroups was sig
ni/lcan! (P < 0.0005). Expcrimcnts made in V ANs isolated 
from p23 to p26 rats indicate that the separation of LV A (- ) 
and LV A (+) cells is still present in the mature vestibular 
sySlem. The mean ± SD 01' membrane eapacitancc ror LV A 
(-) cells was 12 :t 2 pF (n = 5) and fOl' L VA (+) it was 29 ± 
1 pF (n == 10; P < 0.(005). 

Calcium-activated pota.l'sium curren! / KCa 

The express ion 01' I KCu in V ANs was analyzed by w:ording 
outward currents in external and internal choline solulÍons and 
during perfusioll with Cal, -free external eholtne solution (Ta
ble 1). The control current was composed of lc,,, I Kcu' and a 
voltage-dependent, 4-AP-inscnsitive K+ current. The perfu
sion with ci+ -free external choline solution reversibly re
duced the outward current, leaving the Ca2

+ -independellt com
ponents. The IKcu component of the ontward current was 
obtained by subtraction of the current rcmaining after perfusion 
with the CaH -free external solution from [hc control current 
(Fig. 3A). The 1 KCa eomponent of lhe outward currents was 
observcd in 100% ol' aClItely dissociated (n = 6) anu cultured 
neumns (11 47). The IKCa activated above -40 mV reached 
its maximllm around 10 mV, followed by a decline in the 
cun'ent amplítude for more depolarized vallles (Fig. 3LJ). Total 
I KCa current densiey was 87 ± 7 pNpF and ie was not 
significantly different (P > 0.05) in cultnred or acutely disso
cíated neurOl1s. 

The analysi~ 01' correlatioll between membrane cupacitancc 
and I KC" shows that small LV A (-) cells express three timcs 
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Control o 

00 
o 
ct 

+ 

~ 

+ 

higher / KCu current c1ensity (171 ± 32 pA/pF; n = 8) than 
larger LV A ( .... ) cells (54 ± 5 pA/pF; n = 17: P < 0.0) (Fig. 
3C). Two cell groups are evident based on the expression of the 
LV A-Cal I current. Without this association, the analysis of 
correJation between th~ membrane capacitance and I Kca has a 
continuous pseudoexpónentiaJ formo 

IKCa was al so observed in Ihe 100% 01' cells obtained frolll 
adult p23 lO p26 rats (Il 15). The total/KCa currclll density 
in V ANs from p23 lo p26 rats was 318 ± 75 (range 105 lO 968 
pNpF). The ditferenee in / KCa current density between yOllllg und 
udult VANs was considerab1y significant (P < 0.000 l), indicating 
an increase in /KCa expl'essíon during the postnatal development. 
Tlle IKca eun'Cntdensity ofLVA (-) cdls(681 ± 99pAfpF; /l == 
5) WaS also signíticuntly higher than that fOllnd in LV A ( ..¡..) cells 
(137 10 pAfpF; 11 10) (P < 0.001) (Fig. 3D), 

The correlation bctween current density and membrane ca
pacitance shows that I KCu decreased as the cell membrane 
capacitance incrcasecl (r =: 0.92), indieating a qualitatively 
similar relationship between p7 to p 10 and p23 to p26 V ANs. 
The ntnge and the mean oí' rnembrane capacitanee of the p23 
to p26 cells were smaller because of a smaller culturing time (5 
h for p23-p26 compared with 18 h in p7-pl0 nellrons). 

The olltward Clln'ent that l'Cmains during ped'usion with O? I -

free sollllion showed a significant difference (P < O.OS) between 
LVA (-) (58 ± 7 pA/pF; n = 8) and LVA (+) (38 ± 4 pA/pF; 
n = 17) ceUs. No dfort;; lO characterize that ClIITent were mude. 

Calcium-activated potassiufI/ curreflt components SK. BK, 
IK, and IR 

'1'0 analyze IKCa components in cultured vestibular-afferent 
l1eurons í'rom p7 to p 10 rats, the pharmacological agents used 
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I:IG. 3. Ca~t· -í.kpcnJclll olJlwanJ currenl t:xpressioll in VAN". A: curn:IlíS obwincd I'rum a répreB~l1lutiVt' ncuron in é,\lernuland inlernal ,tintine ,olutinlls (l~jI) 
uno Juring applicalion 01' C} , -free external ('holíne solulion (I/!iddle J. Al right, lhe I Ke" obtained by digital sublruction, loni, currcms were eIidted with nominal 
pulsl:Os 01' 10 mV from II VII 01' -61 IllV. 15: J.-V curve~ frolll lh, oUlwaro curren! 01' IlIc cel! shown in /l., bd,JI'c alid nikI' Cu'2" rcrnoval. /-V rehlliomlhip of JKcu 
Was nblllined hy subtrJctlon of I-V curves bcforc ami "fter Cit'''' r,mova!. C: plot 01' maxilllLllll currenl de.r\sity vs. Illcmbranc capacitancc for LVA (-) (n 
8) ami LVA (-¡.) (11 17) cdls rrom p7lo pJO fals. Also, nCUfOns in wnil:h ¡he exprcssion ofLVA-Ca2 currenl Was not evaluated (n = 22) were induded. 
D: plot ol'nmxi!llll!ll <:urrefll uen,ily vs. membrane ('Ip'lí.'ilanee rOl' LVA (-) (11 = 5) [In" LVA (+) (n 10) rrorn p23 lO p26 mlS. COlllinuous lirIC ¡s the lim:.¡\r 
lit 10 ¡he whok Llata ~ct Ir 0.92). 
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wcre spccific blockers ror BK (lOO nM IbTx) (Galvez et al. 
1990; Giangiacomo et al. 1992), SK (100 nM aparnin) (llugucs 
et al. 1982), and 1 K (1 ¡..tM CLT) (Grissmer et al. 1993; Jcnsen 
et al. 2001; Kaczorowski and Garcia 1999), In sorne experi
ments, ChTx was also llsed to isolate the J K curren!' Because 
ChTx blocks botil BK and IK channels (Jensen et al. 2001; 
Kaczorowski and Garcia 1999), BK channels wcrc flrst 
blocked with lbTx and then cells were subsequently perrllsed 
wilh an external solution with ChTx + IbTx added, IK was 
obtained by the subtraction of thc current during IbTx perfu
sion minus the current elicited with IbTx + ChTx, Wc found 
a Ca2 

I -activatec! K I current that was rcsistant to c1assical I KCa 
blockers (100 nM IbTx, 100 nM ChTx, J 00 nM apamin, and 1 
¡..tM CL'!') , Because no specitk blockers for this CUITent exist, 
we obtained the resistant currenl (IR) by rell10val 01' eXlcrnal 
Ca'2+ aftcr lbTx + apamin + ChTx/CLT applieation, 

The cells used LO sludy i KCa components extenu within all 
the range of capacitanees, Values (mean 2: SD) of the initial 
tUlaloutwaru CUITCIII (Cae I -indcpellucnt K I CUlTent + IKC'u) uf 
the ce lis used to analyze eaeh IKCa cornponent before drug 
applicatioll were 115.4 2: 83 ,8 pAJpr~' for SK (11 "" 35), 117.2 2: 
86,8 pA/pF for JK (n = 15), J 14,1 ::t: 87,7 pA/pF for BK (n = 
30), ami 148.7 ::!: 130.3 for IR (11 =15), There were no 
slatistical diffcrences betwcen these data (P > 0.(5), indicaling 
thal the cell sample used to make lhe analyses of i KCa compo
nents was not biased. 

A B 
1 = Control 1 = Control 

2 = Apamin 2 = IbTx 

/1 nA 

1 . 2 = Apamm sensitive 1 - 2 = IbTx sensitive 

Tlle pcrfusion 01' 100 nM apamin redueed the outward 
current in 86% of Ihe cells (11 = 30/35) (Fig. 4A), Subtraction 
oC lhe current c\uring apamin perfusion from control current 
gave the SK curren!. 'fhe SK component activates for voltages 
posilive to -30 mV and reaches its maximum amplitude 
between 5 and 10 mV (data not shown). The SK current had a 
slow activalion and did not decay during the 800-ms pulsc, 
indieating a mini mal, if any, inaetivation. The maximul11 eur
rent density 01' SK was dassiJied aecording to L V A expression. 
The SK eurrent density was not different between LV A (-) 
and LV A (+) cells (8.3 :!::: 3.8 vs. 13,6 2: 3.5 pA/pF; P > 0.(5), 

No signifieant correlation between SK express ion and cell 
mcmbrane capacitance was found (r == 0.21), indieating that 
the S K cun'ent is expressed independently of VAN size (Fig. 5, 
A anu B). 

Thc perfusion of 100 lIM IbTx reduced the outward currcnt 
in 73% 01' the cells (n = 22/30) (Fig. 4B). Digital subtraction 
of the outwaru current bcfore ami during .Ib'I'x perfusion 
yiddcd lhe BK eurrenl. The BK eurJ'ent activaled at voltages 
positive ¡O -60 mV in 64% of ¡he cells (17 = 14/22). Jn the 
remaining cells BK aCli vated around -40 m V. The maximum 
amplitude was observed afOund 20 mV (data not shown), The 
plot 01' BK currcnt dcnsity vcrsus cclJ membrane eapacitance 
(r = 0.66) indicales thut small LVA (-) ceJls have a smaJlcr 
BK Ihan lhal 01' larger LV A ("1 ) cells, which ha ve higher BK 

e 
1 = Apamin + IbTx 

2" Apamin+ IbTx + ChTx 

1 " 2 = ChTx sensitlve 

I 0.5 nA 

~~~ ., .. .. ~ .... ~=-;;;;;-= .. 

1'10,4. Sublypes of Ca""-acliyated K 
currenls. Currents were recorded in eXlernal 
and int~rnal cholíne solutíons. ¡\ and B: ef
fect oC apamin and iberioloxin (IbTx, lOO 
nM each) on outwurd currenl elidted with 
pulses in nominal increments of lO mV fl'Ol11 

a VII 01' -61 mV. OUlward currenl in control 
conditíons «([bove), dUl'ing loxin perfusioll 
(mide/le), alld toxin·sclIsiliyc current ob" 
tained by digital sublraction (be/ow), C: ef
fcel 01' I (JO nM charibdoloxin (ChTx) 011 

apamin- and IbTx-re~istant current. ChTx 
perfusion ,,!"ter big conduclance curren! (BK) 
and small condllctancc current (SK) chllnnel 
blockade with IbTx and apamín aIlows iso
lalion oí' io[¡'¡c currcm through inrcrnlediale 
conductance current (lK) chunncls. Current 
calibration burs shown ill B apply for lhe 
same row in A and C. Timescule is j'or all 
rccording traces, D: time course of outWlll'd 
currenl in control condiLiolls (e1icited with a 
pulse tesllO 25 mV from a Vtj of -6ImV) 
and during application of indieated toxins at 
a cOl1centration of 100 11M each. E: re~istanl 
curren! (IR) in a LV A (-) cell, oblained by 
external (.\11

" remoyal and after apamin + 
IbTx + clotrimazole (eL T) pel'l'usion. Ionie 
currents wcrc gcnCl'Uled with pulses in nollI
inal incn:menls of 10 mV fro!11 a V" of -61 
rnV, 
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1'1<;. 5. Expressiuns uf 'KCu sublypcS are correlaled will! mernbranc capuciLUncc and wiril ~xprcssion 01' LVA-Ca" 1 curren!. A: '1«'" and IR rnaxirnulII currenl 
densities wcre significanlly highcr in LV A (-) than in LV A (l') cells. On the cOnlrary the exprcssion uf BK was signiticantly larger in L VA (+) whcn comparcd 
wilh L VA (-) cell, (* P < 0,01 l. SK and IK did not show significan! dif'fo::rences between sllbgrullps, Differo::nce of rotal 'KC" current density between LV A (-) 
and LV A (+) cells is mainly caused by lhe IR currenl lhat is the principal cump,)nCnl 01' I ~c" in LV A (-) cells. B: plOlS of maXilllLJl1I ~urrenl den~ily for eHch 
'KC" subtypc vs. Jllcmbranc capacitance. Cross syrnbols indicatc cells [JI which the prcsence of LVA-Ca~1 current was not cvalllatcd. COJltinlloUs line is the linear 
fil tO lhe whule data sel. r is the correlation coeffident for each linear lil. Nllrnber of cells in SK. IK. BK, and IR plOIS were 35, 15, 30, and 15. 

cun'cnt density (3 ::+:: 1.4 vs. 17 ::+:: 3.3 pA/pF; P < 0.01; Fig, 5, 
A und B). 

Perfusion of 100 nM ChTx (after BK hlockade with IbTx) 
reduced the olltward CUtTent in 86% of the cells (11 = 6n: Fig, 
4C). The pcrfusion of I J.LM CLT (n = 8) allowed us to isolatc 
:m outward current whose characteristics were indistingllish
able from thc ChTx-sensitive curren!. Thercforc for IK anal y
sis, data obtaincd from ChTx- amI CLT-scnsitivc currents wcrc 
poolcd. The IK did not inaetivate during 800-1115 voltage 
pulses. Thc fK activated ahovc -40 mV, reaching its maxi
mum amplitudc at 10 mV (data not shown). Thc mean IK 
eun-ent dcnsity was higher in LV A (-) than in LV A (+) cells, 
allhough because of ilS large variability this difference was not 
statislicaJly significant (26 ::+:: 9 vs. " ::+:: 3.8 pA/pr;'; P> 0.05). 
Thc analysis of corrclation bctween IK currenl densily and 
membranc eapacitancc gave a weak corrclation (r :=: O.5i1) (Fig. 
5, A and B). 

In 80% of thc cclls (1/ = 12/15), thc app]ication of lKCa 
blockcrs (100 nM IbTx, 100 nM ChTx, ] 00 nM apamin, and I 
J.LM CLT) did not rcmove a Cu2 

1 -dependcnt outward current 
(Fig. 4lJ), This resistant current (lR) was evident by removal oC 
external Ca21 after IbTx + apumin + ChTx/CLT application 
(Fig. 4E). The IR currenl dcnsity in LV A (-) ce lis was 
signiflcanlly highcr than that in LVA (+) cclls (86 ::+:: 3 vs. 
6.2 ::+:: 1.8 pAlpF; P < CUll). The plot of IR current dcnsity 
versus mcmbrane capacitance shows a significant corrclation 
V "'- CU\2) ami coul"irms tl](: cxistcncc of two separated ee]1 
groups (Fig. 5, A and B), The tirst was composed of LV A (-) 
cells with higher IR current dcnsity dispersed in a wide range 
from 36 to 165 pAlpF. The second was composed of LV A (+) 
cells that did not express a significant IR component, with a 
range 01' IR current density from O lo 14 pAlpF. Note that the 
IR current density is always undercstimatcd beca use it is 

contaminated with le,,' This is hecausc rcmoval of Ca2 
I from 

the externa] so]utions uscd to obtain fR simultaneously abol
ishes the Ca21 eun·ent. The range of le" eurrent density at 800 
ms (time at which IR was measured) was between -4 ancl -43 
pA/pl:, so the [R coulcl he unclerestimated within this range. 
Bccause HV A-Ca2+ currcnt density was not different bctwecn 
LV A (-) and LVA (+) subgroups, the differenee observed in 
IR current density hetwcen L VA (-) and LV A (+) cclls is 
produced exc]usively by differences in IR expression. 

EfIecl oI l,,"('tI hlocker.\· Oll Ihe \lollage response 
t(; current pulses 

To analyze the inJ1ucncc 01' 1 KCa components on the dis
chargc 01' the culturcd vestibular ncurons, thc cffect of lKc" 
channcl b]ockers on the elcctrica] responsc of V ANs was 
studied. For this, the perforated patch-clamp technique was 
used 10 avoid diulysis of internal constitllcnts of VANs. Re
cordings were done at temperatures between 35 and 3rC to 
approximate to more physiological conditions. Voltage re
sponses were rccorded using externa] and internal CC solutions 
(Table 1), ami with holding membrane potential 01' -60 m V 
(close to thc zcro current potential of VANs). In thcse condi
tions, 60% of V ANs tired eme or two action potentials (APs) 
during 200-ms ami 2-s pulses of suprathrcshold current injee
tion (n = 21). The remaining 40% of the cells showed a slowly 
adapting response, firing no morc than eight action potentials 
with long-duration pulses (2 s). The thrcshold of the first AP in 
control conditions was -36:t 1 mV (n :::: 21). AP amplitude 
from the threshold to the maximum peak was 53 ::+:: 3 m V. The 
AP duration (measurcd at 75"/0) was 4 ::+:: 0.4 ms (nole thm 
extcrna] CC solution contains 10 mM 4-AP). 

Thc perfusion of 100 nM apamin or 1 J.LM CLT did not 
signiticuntly tlIodify any of these variables (Fig. 6, A and B). 
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1'1e;,6, Efrecl 01' Kca channels blockers on lhe eleclrical L1ischarge oí' VANs, Record, were made lIsing a perforated palch in Ihe current-c1amp mode. A and 
11: currcnl-c1ump recllrdings showing the efrecls 01' lOO nM apumin und I MM CLT, Vll\lagc responses were e1idtcd with 0,6 and 0,4 nA currenl injeclions ror 
i\ and IJ, /J, ¡l/se!: l1Iorphologicul variables 01' the tlction potentials (APs) tlmt \Vere rnca,ured: a, AP atllJllitude: b, tllrcshold; and r, AP duration al 75%, Dottcd 
lines indicate lhe zero voltage, Darker traces indicate the exponenLiul [it lo [he electrical charge (Ji' the membrane, C: summary of drug ef1'ccts ()/l the Al' duration 
as a ¡'\luctiou 01' ceJl cupacituncc, D: IbTx 100 MM rctrJoves lhe lldaplaliou 01' lhe resportse lO OA-nA cunenl pulse in u reversible [ClfIll, 

11owever, in 38% of the eells, either apamin or CLT perfusion 
produeed a slight (5-10 mV) oscillatory behavior in the voltage 
response after the first action potential. This oscillatory re
sponse continuously decreased and vanished within 150 ms, 

The cffect 01' IbTx was variable among cells as expectcd 
[mm corrclation analysis bctwcen f KCa current density and 
mcmbrane eapacitanee. The perf'usion 01' IbTx in small cells 
dicl not significantJy modify AP waveform, whereas in large 
cells the AP duration increase was s,770% (r == 0.78, 11 == 7) 
(Fig, óe). In those ec!ls with repetitive diseharge, the perfusion 
o[ 100 nM IbTx removed the adaptatioll of the response during 
200-ms and 2-s current pulses (l·'ig. 6D), 

These results indicate that the BK current contributes to 
repolarization 01' the action potential and to dischargc adapta
tion, and this contribution is corrclatcd with the membrane 
eapaeitanee of V ANs, 

Voltage-clamp experiments indieate that the IR ís the prin
cipallKCa eomponent expressed by smull LV A (-) eells and its 
eontribution is con'elated with the membrane capucitance, 
Because of the lack of a specific channel blocker for this 
cun'ent, there is no possibility of making a phannacological 
analysis of its contribution to the VAN s' dischargc, 

DISCUSSION 

Calcium-aClivated curren! e,\jJres.I'ion 

Rat V ANs in primary culture cxprcssed a Ca2 + current 
[ormed by LVA and HV A components, Whereas the HV A
Ca21 current was present in 100% of V ANs, the expression of 
LV A-Caz I was heterogencous among eells and preferential1y 
polarized to 1l1edium and large ncurons, Corrclation betwecn 
T-type Ca2

! -CutTent express ion and diameter has been re
ported in vestíbular-ganglion neurons of mice (Chambard et al. 
1999; Dcsmudryl et al. j (97) ane! in thc dorsal root and 
nodoslIs-ganglion neurons 01' rat (Fedulova ct al. 1985; Lam
bert et al. 19(7), The pcrcentage 01' ce lis expressing thc 
LVA-Ca21 eurrent in this study (74%) was greater than that 

reported in newboJ'n miee (20%), The differenees are beeause 
in mice only the lurgest cells express the LV A-Ca2

+ eurrent, 
whereas in the rat, medium and largc eells express this curren!. 
This may be an interspeeies difference 01' caused by distinet 
culturing times of isolated neurons (2-8 h as eompared with 
18-24 h in the present study). Another possible souree for the 
differences could arise from the distinct age of the animals 
used (p4-p8 compared with p7-p 10 in the present study), In 
miee, the separation o[ V ANs in10 two groups on the basis of 
T-type current starts around E17, and at p4 it is possible to 
observe two eompletcly separated groups (Chambard ct al. 
1(99). As shown in this work, in mts this separatioll is still 
present in the nearly mature (p23 to p26) neurons, The expres
sion of the LV A-CaP eurrent in medium to large eells sug
geBts that the T-type current could contribute to discharge 
differences between small and ¡arge cells in situ. The T-type 
current is preferentially expressed in dendrites of central neu
rons and participates in the threshold for action-potential gen
eration, in synaptie integrution, and in the configuration of 
spike disehargc (Gauek et al. 200 1: Perez-Rcyes 2003; Pouille 
et al. 20(0), Thercfore as proposed for mice (Desmadryl et al. 
1997), the presenee of an LV A-Ca21 eurrent in large eel1s may 
decrease the threshold for spike generation, which could ex
plain the increased sensitivity of thick axons that innervate 
central zones of the neuroepithelium compared with thinner 
axons that innervate peripheral ZOl1es. 

For the HVA-Ca2 + eurrcnts, aJthough we did nol perform a 
pharmacological disscction, its charueteristies were similar to 
those reported in mice (Desmadryl et al. 19(7), where it has 
bcen found thar the BV A-Ca2 

t eurrent is eomposed of L-, 
P/Q-, N-, and R-type currcnts (Chambard et al. 1999; Des
madryl et al. 1997). The whole HVA-Ca2+ cunent was found 
in 100% of the rat V ANs, and no correlation between its 
eurrent density and soma sizc (membrane capacitanee) was 
obscrvcd, Howevcr, we cannot diseurd the possibility that 
some oC the ionic channels that make up the HV A-Ca2

+ current 
ha ve a polarized distributioll or are eoupled differently with 
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some of ¡he KCa channels reported in this work. Thercfore 
further studies focused 011 the characterization oí' channels 
underlying the HV A-Ca2 

f current and its functional coupling 
with Kcu channels are needed to determine its particular role in 
the electrical firing of V ANs. 

Calcium-activated potassium currel7t express ion 

The removal of Ca2 
1 from the external solution deereascd 

the outwarcl current, indicating the presenee of an outwarcl 
eurrcnt that is activated by the inftux of cxtracellular Ca" 1 

• 

The IKCa current was found in 100% of the studied cells. 
Current-e!ensity analysis showed that small LV A (-) neurons 
had up to four times higher current density than that of larger 
L V A (-1-) eclls. Our resulls indicale that in both cell grollps 
four different currcnts compose thc IKCa-SK, lK, BK, ane! 
lR-although in different proportions. Of thcsc, only BK ane! 
IR ha ve a clear eorrelation with soma size (membrane capac
itance) and with the expression of the LV A-Ca2 

1 curren!. 
The BK current was preferentially expressed in LV A (-1-) 

cells, whereas the IR was strongly expressed in LV A (-) cells. 
In 6011r¡ of the cells, BK was activated at voltages below the Al' 
threshold, indicating its physiological coupling wilh LV A
C/ f channcls, similar to dala rcportcd in central-vcstibular 
neurons (Smith et al. 20(2). H the eorrelation belween soma 
diamcter and BK exprcssion and the functional coupling wilh 
T-type currents are present in VANs in situ, it might have 
important functional consequences. Thc T-typc current dc
creases the AP threshold, but the major contribution of BK 
may tend to repolarize the cells, thus proclucing failures in the 
AP generation and irregularity of discharge. Actually, the 
participation 01' BK in the adaptation of the rcsponse to current 
pulscs, revealed by IbTx effects, indicates thal BK inhibition 
converts the tlring pattern from phasic to tonie. Furthermore, 
the BK participates in the repolarization of the action potential 
and contributes to the spike duration, slIpporting the hypothesis 
that the expression of BK significantly contributes 10 cletermi
naliúll 01' lhe dischargc propcrtics 01' VANs in situ. 

Our current-c1amp experiments with the perforated-patch 
tcchnique, which should maintain endogenous intracc11ular 
bnffers, reveal [hat SK am! lK ha ve an insigni/icanl participa
tion in the diseharge 01' V ANs callsed by constant-currenl 
pulses, despite the fact that electrical firing was recorded using 
external sollltions with 4-AP, which enhances the excitability 
of sensory neurons (Sculptoreanu et al. 2004; Soto et al. 2002; 
Stansfeld et al. 1986). However, the possibility that SK and I K 
currents participate in the more dynamic and complex condi
tions in situ cannot be discarded. 

SK as well as IK activity depends large1y on the eoncenlra
!ion ol' intracellular Ca2 +. However, the 1-V relationships of 
SK and lK did not follow the expected decrease 1'or voltages 
>0 mV (at which the inward C}I current clecreases). This can 
be attributable to contamination with voltage-dependent chan
neIs (such as BK currents), although this is unlikely because 
ChTx and CLT inhibit similar currents and to date there are no 
reports about nonspecific effec!s of eLT ami apamin on volt
age-depcndent channe1s al the eoncentralions used in this 
work. Anothcr possibility is lhat Ca2+ may accumulate by an 
incomplete c1earance by mechanisms of cxtrllsion 01' seques
tration ofCa21 between voltage pulses. In dorsal mot ganglion 
neurons (Thayer and Miller 1990) and in chromaffin cel1s of 

the rat (Herrington et al. 1(96) largc CaN loads (1-2 ¡.tM) 
produce a rapid initial Ca21 uptake by mitochondria, but 
intracelllllar [Ci l

] decay to resting 1evels can last >2 mino 
The modulation of 1 KCa ClllTents by Ca21 released frolll intra
cellular stores wiU al so be taking place in our system and that 
particular issue should be addressed in future studies. 

The identity oi' the KCa channels underlying the IR current 
will require further studies. However, the clectrophysiologieal 
properties 01' the IR current are similar to drug-resislant eur
rents from oocytes expressing BK ehannels coupled with the 
{34 SUbUllit (Meera et al. 20(0) and astrocytes expressing the 
¡~4 subunit (Oebremedhin et al. 2(03). The ¡~4 subunit has been 
reported to confer resistance to IbTx to the BK channels 
(Oebremedhin et al. 2003; Meera et al. 20(0). Unfortunately, 
the lack 01' sclective blockers of lhe IR Cllrrent deters an 
adec¡uate analysis of ils eontribution to the firing discharge of 
V ANs. The IR has current densities :::; 160 pA/pF, which are 
considerably greater than those of other currents reported in 
this study. Thus thc differcnces found in outward eurrent 
among cells seems to be caused by the expression of IR. 

In mathematical 1110dels of VAN, it has been proposed that 
the AHP slope accounts for differences in sensibility and 
regularity of discharge (Smith and Ooldberg 1986). According 
lo lhis, the irregular discharge 01' large ncurons innervating 
lype 1 hair cells muy be caused by a smaller slope oC postspike 
voltage lrajectory compared with small regular ncurons inner
vating type fI hair cells. Although the AP duration did not have 
a significant linear Clm'elation with total olltward elJn'ent, thcre 
is a tendency of small cells to have shorter APs, as observed in 
V ANs in situ innervating the peripheral zones of chick vestib
lllar-neuroepithelium (Yamashita and Ohmori 1990). 

II is worth noting that the clectrophysiological properties of 
V ANs in situ are changing during the lirsl weeks after the birth 
lIIHil rea¡;hing a stable phenotype around p23 (Cllrthoys 1(79). 
Therefore bccause most of our results wcrc oblained from rats 
between p7 and pI O, our conclusions are mainly cireul11scribed 
by this time window in thc dcvclopment of the vestibular 
syslclIl. Howevcr, at this age irregular ncurotlS almosl show a 
mature phenotype except for the presence of tlring, bllrsting, 
and silenl neurons al rest (Culthoys ¡lJ79). The percentage 01' 
regular neurons betwecn p7 and p10 is in thc rangc of 10 to 
15%, which is nearly hall' of those in the adult animal (32%). 
Regular ncurons at p7 to plO have an ekctrical diseharge at 
rest of about 20 spikes/s. whieh is around one third of the rate 
in the adult rat (Curthoys 1979, 1982). The inability of our 
culturect VANs to tire tonically during sustainecl pulses in 
current clamp suggests that they are in an intermediate stage oí' 
maturity or Ihe spatial relationships of ionic channels is not the 
same as that in the vestibular system in situ. Thal tolal I KCa 
increases in adult p23 to p26 rats rcinforces the idea 01' the 
immaturity of V ANs at p7 to p 10 and is in agreemcnt with 
studies of vestiblllar-nueleus ncurons, whieh show that electri
cal properties of vcstibular-llucleus neurOllS change during the 
embryonic ages (Peusner and Oiaume 1997) and beyond birth 
(Dutia and JohnstonI998). Despite the increase in /KCa current 
density, the correlation between total IKCa anel membrane 
capacilanee in p23 to p26 adull VANs indicates that the 
diffcrenees in the exp1'ession of IKCt are maintained in the 
mature vestibular system. However, the individual contribution 
of each I K('¡t subtype to total 1 KCa in p23 to p26 neurons was not 
defined. It is also po~sih1e that so me of the kinctic and elce-
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lrophysiological properties of I KCa change during the devel
opment as previously reportcd in central nellwns (Kang et 
al. 1996). 

The 'KCa has been shown lo significantly contribule lo the 
shaping of the action potential waveform and to the firing
discharge pattern of neurons (DUlia and Johnston 1998; Faber 
anel Sah 2002; Johnston et al. 1994~ Sah and Faber 2002; Smith 
et al. 2(02). In lamprey motoneurons, blockadc 01' lhe SK 
cnrrcnt inereascd ¡hc variation cocfficient oí' the spikc dis
chargc (El Manira et al. 1994). The heíghtened contribution of 
the IKCa in smal! LV A (-) cell, could determine ti fastcr AHP 
sJope, thus significantly inftuencing discharge regularity oí' 
VANs (Smith and Goldberg 1986). 

The functional role of Kca channels is not restricted 10 the 
modulatíon of thc clectrical tiring but also may partidpatc al 
thc central synapsc controlling neurolransmittcr rclcasc (Hu et 
al. 200!; Robitaille et al. 1(93). The particular role of KCa 
ehanneJs at central terminuls should be analyzed in experimen
tal models kceping íntact the synapses between primary affer
cnts and seeond-order neurons. lt is worth noting that our 
results are limited to analysis of the KCa eurrents expressed in 
specific developmental stages and that there is no evidence 
indicating whether the complement of these CUlTcnts is also 
expresscd in ufferent dendrites or central terminals oC the 
mature VAN. Our results indicate that cultured V ANs express 
an I KCa carried by several channel subtypes. As shown in other 
systems I KCa may participate in determining the thrcsholel. 
Jatency, repolarizatíol1 rate, and afterhyperpolarization 01' the 
acrion potential. Hs differential express ion among VAN s may 
have important functional implications in the coding of ves
tibular sensory information. ['\lture studies to anaJyze the 
cxpression anel distribution of JKCa subtypes within the primary 
sel1sory ncuron in the mature vestibular system, including 
recordings in the vestibular nervc in situ, would eontribute lo 
our understanding oí' the role 01' the intrinsic properties of 
V ANs in the coding 01' the vestibular information. 
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THE MUSCARINIC INHIBITION OF THE POTASSIUM M-CURRENT 
MODULATES THE ACTION-POTENTIAL DISCHARGE IN THE 
VESTIBULAR PRIMARY-AFFERENT NEURONS OF THE RAT 

C. PÉREZ, A. LlMÓN,1 R. VEGA ANO E. SOTO* 

Instituto de Físío!ogla, Universidad Autónoma de Puebla. BUAP, Apar
tado Postal 406, Puco 72000. Puebla, Metico 

Abstract-There is consensus !hat muscarlnic and nieo
tinie receptors expressed in vestibular halr eells and affer
ent neurons are involved in the efferent modulatlon of the 
electrlcal actlvity of the afferent neurons. However the 
underlylng mechanisms of postsynaptic control in neurons 
are not well understood. In our work we show that the 
activatlon of musearinle receptors in the vestibular neu
rons modulates the potassium M-current modifylng the 
activity of afferent neurons. 

Whole-cell patch-elamp recordlngs were made on ves· 
tibular-afferent neurons isolated from Wistar rats (postna
tal days 7-10) and held In primary culture (18-24 h). The 
M-current was studied during Its deaetivation after depo
larizing voltage-clamp pulses. In 68% of the cells studied, 
those of larger capacitan ce, the M-current antagonists Ií
nopirdine and XE-991 reduced the amplitude of the M
current by 54%:t:7% and 50%:t:3%. The musearinie-recep
tor agonlst oxotremorine·M also significantly reduced the 
M-current by 58%:t:12% In the cells. The acUon of ox
otremorine-M was blocked by atroplne, thus indicating Its 
cholinergic nature. The erg·channel blocker E-4031 did not 
signlficantly modlfy the M-current amplitude. In current
clamp experiments. linopirdine, XE-991, and oxotremo
rine-M modifled the discharge response to current pulses 
from single spike to multiple spiklng, reducing the adapta
tion of the electrlcal dlscharge. Our results indicate that 
large soma-size cultured vestlbular-afferent neurons (most 
probably calyx-bearing neurons) express the M·current 
and that the modulatlon óf this current by actlvation of 
muscarinic-rece-ptor reduce-s its splke-frequancy adaptation. 
© 2009 IBRO. Published by Elsevler Ltd. Al! rights reserved. 

Key words: efferent synapse, KCNQ, linopirdine, XE-991, 
E4031, muscarlnlc raceptors. 

Vestibular-afferent neurons have significant differences in 
their intrinsic properties, producing helerogenous electrical 
response patterns and coding properties. Outward potas
sium currents play a significant role in determining the 
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ren!; mAChR, muscarlnic acelylchollne receptor; oxo-M, oxotremorine-M; 
P, postnatal day; R"" cell-membrane resistance: XE-991 , 10,10-bis(4-pyridi
nyimethyl)-9(10H)·anthracenone dlhydrochloride; 4.AP, 4-aminopyridine. 
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electrical properties in these neurons, Vestibular neurons 
express at least three different types of voltage-gated K" 
currents and a calcium-dependent K+ current (I KC,.) char
acterized in the rat vestibule and that Is composed of four 
conductance subtypes; 1) big conductance current (BK) 
sensitive to iberiotoxin (lbTx), 2) small conductance cur
ren! (SK) sensitive to apamin, 3) intermediate conductance 
current (IK) sensitive to clotrimazole (Cl T) and charibdo
toxin (ChTx), and 4) a resistant curren! (IR) (Limón et al., 
2005). The three voltage-gated K+ currents were charac
terized in postnatal-mouse vestibular neurons on the basis 
of their pharmacology as a tetraethylammonium (TEA) 
sensitive curren!, 4-aminopyridine (4-AP)·(0.5 mM) and 
a-dendrotoxln sensitive current, and 4-AP-(2 mM) and 
blood-depressing-substance sensitive current (Chabbert 
et aL, 2001a; Risner and Holt, 2006). 

1662 

Outside the vestibule, the M-current (IK,M) has been 
characterized as a low-threshold, voltage-gated K+ curren! 
that is active around the resting membrane-potential and 
constitutes an important regulator of neuronal excitability 
by tuning the membrane potential about the threshold level 
and participating in the spike-frequency adaptation (Brown 
and Adams, 1980; Constanti and Brown, 1981; Aiken et 
al., 1995). The 'K.M Is produced by K~ channel subunits, 
particularly KCN02-KCN03 and KCN03-KCN05 hetero
mers (Schroeder et aL, 2000; lerche et aL, 2000) and 
KCN04 homomers (S0gaard et aL, 2001). The ether-a-go
go-related gene (erg) particularly erg1-erg2 heteromers 
(Meves el al., 1999; Selyanko et al., 2002) mayalso give 
rise to M-like currents. Typically, the 'K,M is modulated by 
the actlvation of G protein-coupled receptors, inclUding 
muscarinic receptors (hence its na me 'K,M) (Brown and 
Adams, 1980; Robbins, 2001). 

In rodents the KCN01 channels are expressed on the 
apical surface of the dark cells of the vestibular system 
(Shen and Marcus, 1998), The KCN03 and KCNQ5 sub
units are present in hair ceUs and KCN05 is also ex
pressed in supporting cells and in calyceal afferents (Hur
ley el al., 2006). KCN04 subunits seem to be highly ex
pressed in the inner ear structures and are present in 
afferent calyx-bearing vestibular-ganglion neurons and in 
type I and type 1I hair cells (Kharkovets et aL, 2000; Hurley 
el al., 2006; Rocha-Sánchez et aL, 2007; Holt et al., 2007). 
PCR products for all three erg subunits (erg1. erg2, and 
erg3) and for KCNQ3, KCNQ4, and KCNQ5 subunits in 
both the utricular epithelium and vestibular ganglion have 
also been reported; no KCN02 signal was detected in that 
study (Hurley et al., 2006). Herg immunoreactivity has 
been found in hair cells and on maturing calyces (after P4). 
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Erg1 appeared more concentrated on afferent endings 
than on hair cells (Hurley et aL, 2006). Because the 
KCNQ4 channels are highly expressed in calyx endings 
(Kharkovets et aL, 2000, Hurley at aL, 2006) and in the 
vestibular ganglia (Rocha-Sánchez et aL, 2007), the pos
sibility of KCNQ4-channel subunits being involved in pro
ducing an M-like potassium conductance remalns open 
(Kubisch et aL, 1999; S0gaard et aL, 2001; Holt et aL, 
2007). Supporting this result, the deletion of KCNQ4 sub
unlt resulted in loss of a low-voltage-activated potassium 
conductance (GK.n) in the cochlear outer hair ce lis (Khark
ovets et aL, 2006). 

Because the vestibular-system efferent synapses are 
thought to be cholinergic (Goldberg and Fernández, 1980; 
Kong et aL, 1998) and the expression of nicotlnic and mus
carinic receptors has been reported in efferent synapses 
(lshiyama et aL, 1995, 1997; Wackym et aL, 1996; Anderson 
et aL, 1997), the expression of a M-like potassium conduc
tance in hair cells and in afferent endings suggests that 
muscarinic acetylcholine receptors (mAChRs) may mod
ulate the M-conductance by activation of signaling cas
cades, thereby regulating the gain of afferent neurons 
and hair cells (Hurley et aL, 2006). In the vestibule the 
efferent terminals make synaptic contacts with the calyx
afferent endings and also with bouton endings (Lysa
kowski and GOldberg, 1997) and directly with type-II 
hair-cell bOdies, thus influencing the afferent activity at 
the postsynaptic and presynaptic level (Goldberg and 
Fernández, 1980; Lysakowski and GOldberg, 1997; Holt 
et aL, 2006). Although this work focuses on the IK.M, the 
importance of the nicotinic receptors in the efferent mod
ulation should be acknowledged (Anderson et aL, 1997; 
Holt et aL, 2006). 

An important step toward elucidating modulatory 
mechanisms in the afferent neuron Is to determine the 
functional expression and to study the characteristics of 
the IK.M that may participate in the cholinergic-efferent 
input to the vestibular-afferent neurons. To this end, we 
used primary cultures of vestibular-ganglion-afferent neu
rons from the rat and studied Ihe IK,M and ils participation 
in determining the discharge pattern of the afferent neu
rons. 

Part of this work has been presented in abstract form 
(Soto et al., 2004; Pérez et aL, 2005). 

Table 1, Solution composition (in mM) 

Exlracellular 
Inlracellular 
Modífied 

exlracellular 
Modified 

íntracellular 

KCI 

5.4 
140 

KF Choline-CI 

5.4 130 

140 10 

NaCI CdCI2 MgCI2 

140 1.2 
10 

0.3 1.2 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Experiments were made on young Wistar rats (postnatal days (P) 
7-10) before myelinization of the cell body was established 
(Dechesne et al., 1987) and P25 to P30 rats, all of them supplied 
by the "Claude Bernard" animal house of the University of Puebla. 
Animal care and procedures were In accordance with the National 
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory 
Animals and the Reglamento de la Ley General de Salud en 
Materia de Investigación para la Salud of the Secretaría de Salud 
of México. Al! experiments and procedures were reviewed and 
approved by the appropriate cornmittee of the Institution. AII ef
forts were made to minimize animal suffering and the number of 
animals used, as outlined in the "Guide to the Care and Use of 
Laboratory Animals" i$sued by the National Academy of Science, 
USA. 

Isolation and culture of afferent neurons 

Primary culture of the afferent neurons was previously described 
(Soto et al., 2002a; Limón et al., 2005). Briefly, the vestibular 
ganglia were dissected and placed in fresh L-15 tissue-culture 
medium, with added collagenase lA at 1.25 mg/mL (Sigma Chem
icals, SI. Louis, MO, USA) and porcine trypsin 1.25 mg/mL (USB, 
Cleveland, OH, USA) for 30 min at 37 oC. Then the tissue was 
mechanically dissociated and isolated cells were plated in 35-mm 
Nunclon™ tissue-culture Petri dishes (Nunc, Roskilde, Denmark) 
and maintained at 37 oC for 18-24 h in a 5% CO2 tissue-culture 
incubator. AII procedures were done in a tissue-culture room 
under a laminar flow hood (Nuaire, Plymouth, MN, USA) while 
maintaining strict aseptic procedures. 

I 

Voltage-clamp recording and data analysis of 
afferent neurons 

Experiments were done at room temperature (23-25 OC) and 
cells were perfused with the corresponding extracellular solution 
(Table 1). Neurons maintained in culture for 18-24 h were re
corded using the patch-clamp technique in the whole-cel! voltage
clamp configuration. Patch-clamp pipettes were fabricated from 
1.2-mm outside diameter borosilicate-glass capillary tubing (WPI, 
Sarasota, FL, USA) using a horizontal Flaming Brown micro pi
pelte puller (P80/PC Sutter Instruments, San Rafael, CA, USA). 
Patch-pipette resistance was 1-3 Mn when filled with the intra
cellular solution. In some experiments (indicated), the perforated 
patch-clamp technique was used. For this, 260 ¡..tM amphoteri
cin-B was added to the íntracellular solutlon. 

Data were recorded with an Axopatch 200B amplifier (Molec
ular Devíces, Uníon Cíty, CA, USA), the output of which was led to 
a 12-bít digital-analog converter (Digidata 1200, Molecular De
vices) controlled by pClamp 9.0 software (Molecular Devices). 
The membrane capacitance (Cm) and series resístance (R.) were 
measured on-line with the pClamp software. The current response 

CaCI2 

3.6 
0.134 
1.8 

0.134 

4-AP Hepes Glucose EGTA Mg-A TP Na-GTP 

10 

10 
5 

10 

5 

10 

30 
10 2 

10 2 

The pH was adjusted for exlernal solulions lo 7.4 and for the internal solullons lo 7.2, wilh osmolarilY at 310 (external) and 300 mOsm (internal) 
mea su red by a vapor pressure osmometer (Wescor 5500, Logan, UT, USA). 

Abbreviations: EGTA, ethylene glycol bis(2-aminoethyl ether)-N,N,N'N'-tetraacetic acld; Hepes, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 
acid. 
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to a --10 mV pulse from a holding potential of" 70 mV. filters 
completely open, was always acquired off-line for the Cm and R, 
evaluation of the stability of recordings. During the recordings, Cm 
and Rs (=80%) were electronically compensated. Data were low
pass filtered at 2 kHz and sampled at 5 kHz. The junction potential 
was calculated with the generalized Henderson liquid-junction
potential equation using pClamp software (Molecular Devices). 
Voltages were not corrected for either liquid-junction potential 
(less than 3 mV in our experimental conditions) or uncompensated 
R" <5 Mll. Clampfit 9.0 (Molecular Devices) and Origin 6.0 (Mi
crocal Software, Inc., Northampton, MA, USA) were used for the 
analysis and fitting of ionic currents. 

Initially we studied the concentration-response relationships 
for the IK.M antagonists linopirdine and XE-991. For these exper
iments we used modified intra- and extracellular solutions (Table 
1) and the currents were caused with pulses to 30 mV and a 
duration of 400 ms departing from a holding potential (V H) of -60 
mV. For the concentration-response relationships, the ionic-cur
rent amplitude was normalized as a percent change compared 
with the control condition, with the mean and the standard error 
calculated from these values. Results from many cells were 
pooled beca use no single cell could be studied at all the concen
trations tested. 

Concentration-response curves were approximated with the 
equation 

Rmax-Rmm 
f( x) = Rmin 1 + 1011og1C" C)H 

where Rmo. and Rmin are the maximum and minimum effect, C is 
the drug concentration, IC so is the concentration of the drug 
causing a half-maximum response, and H is the Hill number. 

To study the effect of various drugs on the IK•M , its amplitude 
was investigated during its deactivation produced by a l-s hyper
polarizing step to -60 mV and delivered from a holding potential 
of -20 mV. This protocol was used to take advantage of the slow 
deactivation time-course of the IK•M• The deactivation-current am
plitude was measured at -60 mV as the difference between the 
average of a 10-ms segment, taken 10-20 ms into the hyperpo
larizlng step, and the average during the last 20 ms of that step 
(Brown and Adams, 1980; Shapiro et al., 2000). 

. The mean chord conductance of the IK.M was calculated by 
measuring the tail current amplitudes at -60 mV measured after 
conditioning voltage steps of 10 mV with a duration of 1.6 s from 
-80 to -10 mV and a holding potentlal to -70 mV. 

The erg K+ current (IKlerg)) was studied using taH currents at 
-120 mV caused from step potentials of 4 s from -80 to O mV. The 
activation curve of IK(erg) was constructed by plotting the normalized 
peak amplitude of tail currents against the pulse potential. 

Conductances were normalized and approximated by a Bolt
zmann function 

glorlgm.,= 1I{1 +eIlVm-VY.!f'I} 

where glon is the conductance, gmax is the maximum conductance, 
V mis the membrane potential, V 1/2 is the potential at which the half 
of the maximum current is reached, and S is the slope factor. 

In some of the experiments, cells were also recorded in 
current-clamp conditions to study their membrane potential (V m) 
and their responses to current injection and drug use. For these 
experiments filters were open to 10kHz and square current pulses 
from -0.5 to 1 nA in 0.1 nA steps were generated using pClamp 
software. The cell-membrane resistance (Rm) was measured by 
using hyperpolarizing pulses. Because a significant inward current 
was seen in the majorlty of the afferent neurons, the measurement 
01 the Rm was done using hyperpolarizing pulses from - 60 to - 80 
mV, which Is the most linear range of these neurons. Action
potential characteristics were measured using Clampfit 9.0 soft
ware and ad hoc software developed in our laboratory (Soto et al., 

2000). For thls, the voltage value of the threshold level was used 
as a reference point. The threshold was defined as the point 
where the second derlvative of the recording is larger than the 
mean plus two times the standard deviation of the previous 30-ms 
recording (Soto et al., 2000). The amplitude of the actlon potential 
was defined as the peak action-potential value minus the thresh
old voltage. The action-potential duration was measured at 75% of 
the spike amplitude. The afterhyperpolarizatlon (AHP) was mea
sured as the difference between the minimum voltage after the 
action potential and the membrane potential, and the AHP slope 
was obtained by a linear fit of voltage trajectory after the minimum 
voltage (Soto et al., 2000). 

The Student's t-test was used to assess statistical signifi
canee, with P<0.05 indicating a significant difference. Numerical 
results are shown as mean:tstandard error of the mean (S.E.), 
except where standard deviation (s) is stated. 

Solutions used 

The recording chamber was continuously perfused by gravity-fed 
normal extracellular solution or modified extracellular solution as 
indicated (Table 1). 

To construct the concentration-response relationship of Ii
nopirdine and XE-991, KCI was replaced with KF to block the 
Ca2+ and Ca2~·activated K+ currents (Bertollini et al., 1994). 

Drugs 

Cells in the recording chamber were perfused with the corre
sponding extracellular solution using a system of square tubes 
mounted in a step motor (Warner SF-77B, Hamden, CT, USA) and 
connected to a set of mechanical microsyringes (Baby Bee, BAS, 
West Lafayette, IN, USA). The flow rate was adjusted to 20 J.lL/ 
mino When more than one drug was used, sufficient time was 
allowed to wash off the previous drug. No drug was used until the 
current returned to the control level. Linopirdine, 4-AP, atropine, 
oxotremorine-M (oxo-M). E-4031 , and amphotericine-B were from 
Sigma Chemicals CO. and XE-991 was from Tocris-Cookson, Inc. 
(Ellisville, MO, USA). Aliquots of stock solutlon in deionized water 
were prepared and sto red in a freezer. Linopirdine was diluted in 
DMSO (final concentration of DMSO was 0.01%). The aliquots 
were dissolved in the appropriate perfusion solution before the 
experiment. 

RESULTS 

Vestibular-afferent neurons of the rat in culture were iden
tified by their birefringent round or ovold somata under 
phase-contrast optics. Because there is a linear correlation 
between the soma diameter and the capacitance of the 
membrane for neurons maintained in primary culture be
tween 18 and 24 h (r=0.92; Limón et al., 2005) we used 
the capacitance as an indirect measure of the soma diam
eter. In normal extra- and intracellular solutions (Table 1), 
the cultured afferent neurons (n=101) had a CI11 =37 pF 
(s=13 pF; range=12-72 pF), RI11 of 285 Mfl (s=153 Mfl; 
range=36-980 MU), and VI11 =-59 mV (s==6 mV; range= 
-45 to -76 mV). 

Actions of linopirdine and XE-991 on the IK,M 

To determine whether an IK,M conductance was present in 
the outward current of vestibular-afferent neurcns, we 
used a depolarizing voltage step from -60 mV to 30 mV, 
with modifled extracellular and intracellular solutions (Ta
ble 1) used to isolate the IK,M' frcm other K+ conduc-
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tances. Linopirdine and XE-991 were used as IK,M antag
onists (Lamas et aL, 1997; Wang et al., 1998). Linopirdine 
(0.1 /LM to 100 /LM) and XE-991 (1 nM to 1 /LM) caused a 
concentration-dependent inhibition of the outward current 
in 78% (n=18, Fig. lA, B) and In 82% (n=17, Fig. lC, O) 
of the cells. In the remaining cells, linopirdine (n=4) and 
XE-991 (n=3) had no significant effects (P>0.05). The 
current sensitive to linopirdine or to XE-991 showed no 
significant inactivation (Fig. 1 B, O). The capacitance of the 
neurons that were sensitive to linopirdine and XE-991 was 
significantly greater than the capacitance of nonsensitive 
cells (Cm=38±2 pF, n=28 compared with Cm =26:!:3 pF, 
n= 7; P=0.005). The inhibitory action of linopirdine and 
XE-991 on the outward current was fitted to a concentra
tion-response curve with an IC50 = 7 /LM and H= 1 and with 
an IC50=30 nM and H= 1 (Fig. 1 E). As a control, normal 
extracellular solution with added 0.01% DMSO (used lo 
dissolve linopirdine) was also ejected from the perfusion 
system, having no effect in any of Ihe cases studied (n=5, 
data not shown). 

Based on the inhibitory effect obtained for linopirdine 
and XE-991, we decided to sludy the aclion of 10 /LM 
linopirdine and 1 /LM XE-991 on the classic IK.M-deactiva
tion voltage-clamp protocol using normal extra- and intra
cellular solutions because no participation of other currents 
is expected to occur during the deactivation protocol 
(Brown and Adams, 1980; Adams et al., 1982; Shapiro el 
al., 2000). The concentration of XE-991 that was used was 
saturating (1 /LM), but for linopirdine it was nonsaturating to 
avoid potential nonspecific actions on other K+ currents 
(Schnee and Brown, 1998). The IK M density was 4 ±0.4 
pAlpF (n=20). Typically, current traces replicated IK,M deac
tivation properties (Wang el al., 1998), i.e. Ihe current activa
tion was near -60 mV and the deactivation kinetics were 
fitted with a double exponential function wilh lime conslants 
at -60 mVof 4aot=76±4 ms and LS'Ow =789±70 ms (n=20). 

Double-exponential deactivation kinetics may reflect differ· 
ences in the KCNQ subunit composition of the IK.M or that it 
is formed by KCNQ and erg channels (Meves et al., 1999; 
Selyanko et al., 1999,2002; Wang et al., 1998). 

Perfusion with 10 /LM Iinopirdine inhibited the IK,M am
plitude measured during its deactivation by 54%:!:7% in 
six cells (n=10) with a mean capacitance of 44:!:4 pF 
(Fig. 2A). In the remaining cells, with a mean capacitance 
of 24±4 pF the inhibition was 19%±2%. The difference in 
sensitivity between cells and the dlfference in capacitance 
were both significant (P=0.04 and P=0.02). 

The conductance-voltage curve was calculated from 
tail currents at -60 mV after depolarizing voltage steps 
from a holding potential of - 70 mV before and after uSing 
10 /LM linopirdine. A Boltzmann fit to the linopirdine-sen
sitíve current records had a V1{2= -47±2 mV and S= 7± 1 
mV (n=5) (Fig. 28). 

The effect of XE-991 was similarly studied during the 
IK.M deactivation. Perfusion with 1 /LM XE-991 inhibited its 
amplitude by 50%:!:3% in 12 cells (n=14) which have a 
mean capacitance of 45±3 pF (Fig. 3A). Thetwo remaining 
cells showed smaller capacitance (Cm =24:!:8 pF) and the 
current measured in the deactivation was reduced by 
10% :!:3% afler perfusion of XE-991. The conductance-volt
age curve for XE-991 was fitted with a Boltzmann function 
with V1I2=-4h2 mV and S=8:!:2 mV (n=5) (Fig. 3B). 

Actions of E-4031 on the IK •M 

II has been suggested that erg K+ channels could also 
contribute lo the IK M (Selyanko et al., 1999). To determine 
if these channel s~bunits were presént in the vestibular
afferent neurons, We used Ihe methanesulfonanilide 
E-4031, a selective blocker of erg Ki channels in sub mi
cromolar concentrations (Sanguinetti and Jurkiewicz, 
1990; Shi et aL, 1997; Meves et al., 1999). 
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The IK(enll In vestibular-afferent neurons was identified 
and studied in norma! solutions. Because of its rapíd inac
tivation, the erg current IK(e,o) was studied using laH cur· 
rents al -120 mV caused from step potentiais of 4 s from 
-80 to O mV. We observed a transient current medialed 

by erg channels (see below) and a slowly developing 
inward current most probably mediated by an ItI or IK1 

current (Chabbert et al., 2001 b; Soto et al., 2008). The 
erg-selective blocker E-4031 (100 nM) significantly inhib
Hed the transient component without affecting the sus
tained one. The E-4031 sensitive current was obtained by 
subtraction (Fig. 4A). The E-4031 also inhibited Ihe out
ward currenl, which could be generated by erg1 and erg2 
subunits that give rise to a slowly activating, delayed rectifier 
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deactivation under control conditions (black) and afier use of 1 ¡kM 
XE-991 (gray). XE·991 produced a 47% decrease ot the curren! 
amplitude. (B) The conductance-voltage curve of Ihe 1 /I.M XE-991-
sensitiva current (C) The response of an afterent neuron (V m = -60 
mV) to a 0.3 nA, 200-ms current pUlse injeetion under control condi
lIon8 (black) and during the use of 1 ¡.tM XE-991 (gray). 
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current in Xenopus ovocytes (Shí et al., 1997). The activalion 
curve of the IK(er¡;¡) was constructed by plotting Ihe normalizad 
peak amplitude of laí! currents against the pulse potential. A 
Boltzmann function with a mV and S=10±1 
mV (n=9) best describes the relationship between activation 
ofthe IK(ergj and voltage (Fig. 48). The IK(erg) was found in all 
the cells that were recorded. Its current density was not 
signiticantly different in cells expressíng IK,M (erg current den
sity=24::!:2 pNpF; Cm =46::!:5 pF; n=6) and in those inwhich 
IK M was low if expressed (erg current density= 32:!: 12 pNpF; 
C~=28::::1 pF; n=3; P=O.39). Allhough the E-4031 blocked 
an outward current, the use of 100 nM E-4031 during the IK•M 
deactívation did not significantly modify the current amplitude 
(n=4) (Fig. 4C). 

Effects of linopirdine, XE·991, and E-4031 on the 
response of afferent neurons to current pulses 

The cultured vestibular-afferent neurons of the raí fire al
most phasically, discharging one, and at most two, aclion 
potentials In response to sustained current injectlon (Limón 
el al., 2005; Mercado et al., 2006). This is in contrast with 
reports of vestibular-ganglion neurons In mlce that have 

been shown to tire more than two actlon potentlals In 
response lo current Injectlon (Risner and Holt, 2006). In 
five cells (n=14) with Cm =49:t4 pF, 10 JLM linopirdine 
reversibly con verted the neuron's flring fram a slngle-ae
tlon potentlal discharge to a multiple-spike discharge with a 
mean spike discharge of 3.4:!: 1 actlon potentials (range 
2-7) during a 200-ms current pulse (mean rate of 17:!:5 
impulses per second), slowly adapting during the whole 
curren! pulse. Linopirdine depolarlzed the membrane po
tential by 2 mV (P""0.007) wlthout signlflcantly affecting 
actíon-potential variables such as threshold, AHP ampli
tude, or duration (FIg, 2C). In another four cells, of this 
experimental series. wlth Cm =34::!:4 pF, linopirdine did not 
cause repetitive splking but it depolarized the membrane 
potential from -60±0.03 mV to -55:!:2 mV (P=0.042) 
and reduced the AHP amplitude by 7:!:2 mV. It also un
covered a postdepolarizatíon after the tirst potential (not 
shown), but this was not great enough to generate a tonlc 
discharge.ln the remaining five celts with Cm =28±2 pF no 
significant effeet of linopirdlne was observed. The dlffer
en ce in the capacitance betwe9n cells sensitive and no! 
sensitive to linopirdine was significant with P=0.02. 
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In 9 of 23 neurons (C",=44::':4 pF), 1 ¡..tM XE-991 
converted the firing from a phasic, single-action potential 
discharge to a slowly-adapting repetitive discharge with a 
mean of 5:~ 1 action potentials (range 2-13) during the 
200-ms current pulse (mean rate of 26::':7 impulses per 
second). XE-991 reduced the membrane potential from 
-59±0.4 mV to -52::':2 mV, the AHP amplitude 5:': 1 mV, 
the action-potential amplitud e 10:':3 mV, and shifted the 
threshold from -28±1 mV to -24±1 mV without signifi
cantly affecting other action-potential parameters such as 
the AHP slope or duration. The actions of XE-991 on the 
spike discharge of afferent neurons were reversible after 
washout of the drug. In another six cells (Crn "'41:':2 pF), 
although XE-991 did not modify the neuron-discharge pat
tern, it depolarized the cells from -60:<.:1 mV to -57:':2 
mV and decreased Ihe action potential amplitude by 7]:3 
mV. In the remaining eight cells (Cm =28::':.4 pF) no signif
icant effect of XE-991 was noted (Fig. 3C). The difference 
in the capacitance between cells sensitive and not sensi
tive to XE-991 was significant with P=0.006. Pooling to
gether all the current-clamp experiments we found that 
cells responding to linopirdine and XE-991 have a Cm = 
43±2 pF (n=21), and cells not sensitive to these sub
stances have a Cm =27±2 pF (n=12; P<O.001). 

Under current-clamp conditions the perfusion of 
100 nM E-4031 (n=7) did not modify the discharge rate, 
the membrane potential, the threshold voltage, or the ac
tlon potential duration, although E-4031 decreased the 
AHP by 2::':1 mV and the slope of AHP recovery by 
0.4±O.1 ms. We conslstently observed that 100 nM 
E-4031 significantly decreased the amplitude of the action 
potential frorn 50::':4 mV to 42::':5 mV (n= 7; P=0.002; data 
not shown). This last effect is not related to the erg-block
ing action of E-4031 and can be caused by a nonspecific 
action of E-4031 that was not further studied. 

IK.M in mature cells 

The efferent innervation in the rat vestibule develops dur
ing the first 2 weeks aftar birth (Oememes et al., 2001). For 
this reason we made an experimental series in P25 to P30 
rats to corroborate whether the IK.M is stHI present in ma
ture cells. These experiments were limited because of the 
myelin sheet that at this developmental stage surrounds 
the majority of afferent neurons. However, in culture some 
of them lose their myelin sheet and were voltage clamped. 
These neurons had a Cm =30::':2 pF, an Rm =276±27 Mn, 
and a Vm =-59±2 mV (n=24). The perfusion of 1 ¡.LM 
XE-991 (n=9) decreased the IK.M amplitude by 36%::':9% 
in eight of the recorded cells (with Cm =34::':4 pF as com
pared with Cm = 15 pF in the cell in which no effect was 
found). Incidentally, we observed that adult neurons showed 
a large hyperpolarization-activated inward current, which was 
not so evident in young rats (data nol shown). The mean 
inward-current density in neurons from young P7 to P10 
rats was 7± 1 pAlpF (n=24), whareas that in neurons from 
adult P25 to P30 rats was 19±2 pAlpF (n=24). The differ
ence in the inward-current density was significant with a 
P=0.0007. For the purpose of this study we did not further 
investigate the characteristics of this curren!. 

In current clamp experiments, the use of 1 ¡.LM XE-991 
significantly decreased the membrane potential from -57::': 
0.2 to -54±1 mV, the threshold from -26±2 to -22±2 mV, 
the action-potential amplitude from 47±6 to 29±6 mV, and 
the AHP by 3± 1 mV (n=6; P<0.05). 

The oxo-M significantly hyperpolarlzed the membrane 
potential from -60::':1 to -63±1 mV, reduced the action
potential amplilude from 57±3 lo 50±3 mV, and increased 
the action-potential duration from 1 ±O.1 to 1.1 ±O.1 ms 
and the AHP by 2±2 mV. Additionally we observed that the 
oxo-M significantly decreased the membrane resistance 
from 145::':22 to 80± 17 Mn (n=9: P=O.001), increased an 
instantaneous inward current from -0.69±0.2 to -1.6± 
0.3 nA, and decreased the inward component that acti
vates slowly from -0.43::':0.1 to -0.26::':0.05 (n=8; P= 
0.001, data not shown). 

Muscarinic inhibition of the IK,M 

We evaluated the sensitivity of the IK.M to oxo-M, a broad 
spectrum muscarinlc-receptor agonist (Shapiro et al., 
2000). Oxo-M (10 ¡.LM) inhibited, in a partially reversible 
fashion, the total outward current by 15%±2% in 7 of 10 
cells (n=7; Cm =42::':3 pF), having no significant effect in 
the remaining three cells (Cm =22±2 pF; P=O.001 for the 
capacitance differences). The oxo-M-sensitive current was 
obtained by subtraction of the current, after use of oxo-M, 
from the control current (Fig. 5A, B). The IK M Inhibition by 
oxo-M was prevented by 1 ¡.LM atropine (n='5; Fig. 5C). As 
expected, atropine by itself had no action on the current 
amplitude or kinetics (Fig. 5C). The effect of oxo-M was 
also studied in the IK,M deactivation protocolo In four of five 
cells (Cm=39::':3 pF), 10 ¡.LM oxo-M raduced the current 
amplitude by 58%::':12% (Fig. 50). The conductance-volt
age curve for the oxo-M-sensitive current was fitted with a 
Boltzmann fundion with V1/2 =-45::':3 mV and S=7±2 
mV. The action of oxo-M on the deactivation was com
pletely blocked by the prior application of 1 ¡.LM atropine 
(n=4, data not shown). The action of oxo-M (10 ¡.LM) was 
also studied in perforated patch experirnents (n=3). The 
time course, percentage of current inhibition, and current 
recovery were not significantly different than values ob
served with whole-cell experiments. 

In current-clamp experiments, the use of 10 ¡.LM oxo-M 
increased the excitability in 3 of 16 cells (C m =52::':6 pF) 
converting the firing from single action potential discharge 
to a repetitive discharge with a mean discharge of 5±2 
action potentials (range 2-8) during the 200-ms current 
pulse (mean rate of 23::':8, n=3 impulses per second), 
slowly adapting during the whole current pulse (Fig. 5E) 
and moving the threshold by 6 mV (from -34 to -28 mV). 
In another four cells, oxo-M depolarized the membrane 
potential from -60±1 to -57±3 mV and decreased the 
AHP peak from -57±4 to -53::':4 rnV (P=0.04). In six 
cells the oxo-M hyperpolarized the membrane potential 
from -60±1 to -61 ± 1 mV, tha AHP peak decreased frorn 
-58±4 to -56±4 mV, and the AHP slope from 9±2 to 
8::':2 ms (P=0.048). The oxo-M sensitive cells had a 
Cm =36±4 pF (n= 13). Oxo-M had no effect in 3 of 16 ca lis 
(Cm =28::':5 pF; P=0.41 for the Cm differences). The sole 
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application of 10 ¡,tM oxo-M caused an action-potential 
discharge in two of nine cells, The coapplication of 1 ¡,tM 
atropine (n~,7) prevented, in a reversible fashion, the gen
eration of an action potential by oxo-M, with a depolariza
tion of 5::':2 mV detected in five cells and no effect in two 
cells (data not shown). 

To define whether XE-991 and oxo-M target the same 
channels the deactivation of the IK,M was measured during 
the sequential co-application of oxo-M and XE-991, The 
initial periusion of 1 ¡,tM XE-991 reduced the current am
plitude by 51 %::'::.4% (n=5; P=0,03), The co-application of 
10 ¡,tM oxo-M and XE-991 after 2 min of XE-991, produced 
non-significant additional effect (n=5; P=0,1) (data not 
shown), The application of 1 ¡,tM XE-991 also decreased 
the sustained current (at -20 mV) by 47%::':9% (n,·5; 
P=0,04), The co-periusion of 10 ¡,tM oxo-M and XE-991 
decreased the curren! by an additional 7%::>:2%, although 
this additive effect was not significan! (w,'5; pocO 08, com
pared with XE-991 effect), 

In curren! clamp, 1 ¡,tM XE-991 increased the excítabil
ity in three of four cells converting the firing from a single 
action potential discharge to a repetitive discharge with a 

mean rate of 6::'::4 action potentials (range 2-13) during the 
200-ms current pulse and depolarized the membrane po
tential from -60::':0,5 to -52::':2 mV, The co-application of 
1 ° ¡,tM oxo-M and XE-991 after 2 min of XE-991, did not 
produce significant changes of membrane potential or of 
spike discharge rate (n'''4; P",O,3), 

Threshold, body size, and IK,M expression 

A correlation analysis between the Cm and sensitivity to 
linopirdine, XE-991, or oxo-M showed that cells expressíng 
the IK,M had a Cm of 42::':: 1 pF (n~69), which value is 
significantly different from cells without the IK,M with a Cm 
of 26::':: 1 pF (n=28; P<0,001; Fig, 6A), We also studied the 
correlation between the threshold, the Cm, and the expres
sion of the IK M' For these experiments we held the mem
brane potenÜal to +60 mV and pulses were given at var
ious levels, Cells expressing the IK,M had lower membrane 
resistance than cells which did not express the IK,M 
(Rm=230± 15 Mil, n=69; versus Rm=411 ::':28 Mil, n=28; 
P<0,001; Fig, 68), 8ecause of differences in the Rm and 
the influence of the Rm in the cable properties of the 
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neurons, the threshold to the first action potential was 
determined in two different ways; as a function of the 
minimum current needed to generate an action potential 
and as the voltage for the actíon-potential threshold (see 
Experimental Procedures). Though the former evaluation 
is highly influenced by the Rrn , in the second the difference 
in the R", between cells has IiUle if any influence on the 
threshold. When the threshold was measured as curren! 
needed to cause an action potential, cells expressing the 
IK,M had a higher threshold (835±?0 pA; n,~55) than cells 
not expressing the IK,M (4?0±95 pA; n"'22; p""0.005). 
When the threshold was measured as a function of the 
voltage, cells expressing the IK,M (n,~54) showad a thresh
old 4 mV aboye those lacking the IK.M (w~ 17; P=0.04). 

DISCUSSION 

Our results indicate that vestibular-afferent neurons with 
larger size somata express a functlonal IK,M' We found tha! 
the KCNQ-channel blockers linopirdine and XE-991 inhibit 
a slowly inactivating component of the oulward current, 
present in the rat vestibular-afferent neuronS and that the 
erg channel blocker E-4031 inhibits a transíen! inward 
rectifying componen!. Also oxo-M, a well-known muscarln
le-receptor agonist, modulated this same componenl of the 
outward curren! whose voltage sensilivity and deactivation 
characteristics coincided with Ihe IK,M properties (Brown 
and Adams, 1980; Constanti and Brown, 1981; Wang el 
al., 1998). Inhibition of the IK,M by linopirdine, XE-991, and 
oxo-M depolarized the membrane potential, reduced the 
AHP amplitude, reduced the spike-frequency adaptation, 
and con verted the response of cultured vestibular-afferent 
neurons to current-pulse injection from a single-action po
tential discharge lo a multiple-action polenlial discharge, 
índicating Ihe role of the IK,M in the control of excilability of 
the vestibular-afferent neurons. The IK,M along with the 
4-AP-sensitíve A-type conductance seems the most ¡nflu-

ential in determining the repetitive discharge of vestibular
afferent neurons (Chabbert et aL, 2001a; Limón el aL, 
2005; Risner and Holt, 2006). 

Linopirdine and XE-991 used during the deactivation 
protocol reduced the deactivatlon current by about 50% 
whereas in olher cells the decrease was between 10% and 
19%. Notably these two sensitivities were only observed 
when the protocol of deactivation was used. In the other 
experiments no effect of the IKM blockers in smaller cells 
was observed. The reduction of the current observed in the 
deactivation protocol might be relatad to changes in the 
outward currenls by the small size of the cells and the long 
duration of the depolarizing pulses used in the deactivation 
protocol. Anolher possibility is that there is a lower partic
¡palion of muscarinic receptors in small neurons because 
muscarinic receptors have been described in bouton ter
minal afferents (Lí el al., 2007). Future experiments will 
clarify the role of muscarinic receptors in small neurons, if 
any. 

Although linopirdine has a greater selectivity for the 
IK,M (10- to 20-fold) than for other voltage-gated currents, it 
may also block ligand-gated channels such as GASA and 
nicotinic receptors (Gómez-Casati et al., 2004). Despite 
this, in isolated cells linopirdine has been shown lo be a 
useful tool lo define Ihe properties of the lK.M (Costa and 
Brown, 1997). In the vestibular-afferent neurons the inhib
itory action of linopirdine on the IK,M (ICso=? J,LM) coin
cided with values reported for KCNQ2+3 heteromultimers 
of about 4 ¡:.t.M and is also similar to the IK,M senSitivity to 
linopirdine in the superior cervical ganglion (Lamas et al., 
1997; Selyanko el aL, 1999), compared with more than 
200 ¡:.t.M for KCNQ3+4 and 15 ¡:.t.M for KCNQ3+5 (Rob
bins, 2001). 

In our experiments XE·991 showed a greater potency 
to inhibit the IK M than linopirdine (ICso=30 nM}, In general 
the ICso of XE~991 action that We found Is lower than that 
reported in other preparations such as the rat hippocampal 
slices and dorsal-root-ganglion neurons (Passmore et al., 
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2003) and for KCNQ2+KCNQ3 expressed in Xenopus 
oocytes (Wang et al., 1998). The slow inactivation of the 
IK•M that we found resembled the one described for 
KCNQ3-type channels (Wang et al., 1998). These results 
are coherent with the idea of KCNQ3 heteromultimers as 
the predominan! subunits involved in the expression of the 
'K,M in vestibular-afferent neurons, 

The 'K •M deactivation in vestibular-afferent neurons 
was fitted with two time-constants. This may be a conse
quence of subunit composition of the channel mediating 
!he IK,M or caused by the participation of other channel 
subtypes (Marrion et al., 1992). The erg K' channels have 
be en shown to shape the slow component of the 'K•M in 
mammalian neuronal ce lis (Selyanko et al., 1999). In our 
experiments aU the neurons expressed an erg-like compo
nen! tha! was sensitive lo E-4031. The E-4031 reduced the 
erg-like current with no significant modiflcation of the 'K,M

deactivation amplilude and kinetics suggesting that erg 
channels most probably did nol signifícanlly contribule lo 
the IK•M in the vestibular afferents. This coincides with the 
fapt that E-4031 did not increase the spiking frequency in 
any of the cells studied. Also, probably because of the fast 
inactivatlon of erg currents, the E-4031 blockade is not 
able 10 increase spike frequency (Shi el al., 1997). 

Our experiments were done on isolated neurons Ihal 
have lost Iheir axonal and dendritic projections. Since the 
efferent cholinergic synapses are known to contact Ihe 
afferent dendritlc endings under Ihe hair cells (Le, calyx 
and boulon afferent endings), our results imply Ihat active 
muscarinic receptors and KCNQ channels are also co
expressed al the level of the cel! body of the neurons after 
18 h in culture. This also coincided with the fact that the 
soma express other voltage-activaled ionic currenls (Le. 
Na+, Ca 2 +, Ca2 + activated K+, Ih and Ik1 inward reclifiers) 
(Solo et al., 2002a, 2008; Desmadryl et al., 1997; Limón et 
al., 2005; Chabbert el al., 2001 b) and chemically gated 
currents (j.e. NMDA, AMPA-KA and ASIC) (Rabejac el al., 
1997; Dayanithi et al., 2007; Mercado el al., 2006), The 
functional soma tic expression of KCNQ channels has also 
been reported in hippocampal pyramidal cells (Gu el al., 
2005) and interneurons (Lawrence et al., 2006), although 
previous work has shown that KCNQ is expressed in the 
calyceal nerve endings of the afferent neurons (Hurley et 
al., 2006). After dissociation and initial neurite outgrowth 
the cells may express all their set of conductances, and 
due to the fact that outgrowing neurites are close to the 
soma, they may be adequately regislered at the soma level 
without space clamp problems, Preliminary evidence from 
our laboratory indicates that m1-muscarinic receptor im
munoreactivity was evident in practically all the afferent 
neurons cen bodies of !he rat either isolated or in the 
vestibular ganglion. Also KCNQ4 immunoreactivity can be 
detected in the cel! body of most of the isolated afferent 
neurons (Tejeda-Muñoz, 2008). More studies are needed 
to clarify the caHular localization of KCNQ and other con
ductances in afferent neurons and how they may influence 
the spiking of these neurons (Lysakowski et al., 2008). 

Vestibular efferent system 

Studies of the expression of the mAChR subtypes (m1-
mS) in the vestibular end organs and in the afferent ves
tibular-ganglíon of the human and the rat using RT-PCR 
have shown that In humans, the m1, m2, and mS mAChR 
subtypes were amplífled from the ganglia and the vestib
ular end organs, whereas in the rat all five mAChR sub
types were expressed (Wackym et al., 1996; Safieddine et 
al., 1996), These results índicate tha! the efferent cholín
ergic axo-dendritic and axo-somatic synapses have a mus
carinlc component (Lysakowski and Goldberg, 1997). The 
precise slgnal-transduction mechanism for the decrease of 
the 'K•M afler mAChR activation Is not yet known. Inhibition 
of the IK M follows the activation of N-ethylmalaimide 
(NEM) and the pertussis-toxin-insensitive G protein of the 
Gq-11 class (Caulfield et al., 1994). Intracellular ATP is 
required for recovery of the KCNQ2-KCNQ3 current from 
muscarinic suppression (Suh and Hílle, 2002). In our ex
periments the action of oxo-M In perforated and in ruptured 
whole-cell currents was similar, suggesting that Its effect Is 
mediated by a nondiffusible membrane-associated mes
senger (Zhang et al., 2003). Also, the recovery of the IK•M 

afler use of oxo-M, either in the whole cel! or undar perfo
ratad-patch conditlons, was similar (>20 min), thus imply
ing that in our experimental conditions there was a slow 
replenishment of PIP2 or a relatad phosphoinositide that 
has been shown to mediate the reactivation of KCNQ 
currents after inhibition by oxo-M (Zhang et al., 2003; Suh 
and Hille, 2007). 

We used an experimental model basad on 24-h cul
tured neurons from P7 to P10 rats. At this developmental 
stage, type-I and type-II hair-cell populations in the rat are 
no! yet completely differentiated (Dechesne et al., 1986). 
At PS, bouton and calyx endings are differentiated, at P8 
ionic conductances are at mature levels (Rüsch et al., 
1998), and at P10 tHe innervation pattern and sensitivity to 
externally applied galvanlc currents are similar to those in 
adult animals (Desmadryl, 1991). Efferent innervatlon in 
the rat is mature 2 weeks aftar birth (Dememes et al., 
2001). In our experiments with cells obtained from P25 to 
P30 rats, the percentage of cells sensitive to XE-991 was 
greater than in P7-P10 cells, indicating that some changes 
in the set of channels expressed may have occurred with 
maturation of the afferent neurons, For example, a signif
icant change in the characteristics of the inward rectifying 
current was observed in P25 to P30 neurons (Soto el al., 
2008). 

From a functional point of view, the most consistent 
finding is that effe~nt stimulation produces an increase of 
the afferent firing rate in mammals (Goldberg and Fernán
dez, 1980), although heterogeneous responses were ob
served in reptiles and anurans (Rossl and Martín!, 1991; 
Brichta and GOldberg, 2000). Our results indicate tha! the 
IK,M ínhlbltion, both by ohannel blockers such as linopirdine 
or XE-991 and by a muscarlnlc-receptor agoníst such as 
oxo-M, produced an Increase in m~uron excltabllity. This 
will constitute a postsynaptic mechanism by which the 
efferent system may mediate its excitatory acUons In ves-
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tibular afferents (Marlinski et al., 2004). In the cochlea ofthe 
chick, the afferent neurons (that receive cholinergic efferent 
innervation from lateral olivo-cochlear efferent system) ex
press an M-type K+ current, which is suppressed by the 
application of ACh and carbamylcholine, presumably via the 
activation of protein kinase C (Yamaguchi and Ohmori, 
1993). In the cochlear neurons isolated from the rat, the 
activation of mAChR mobilized intracellular Ca2 +, probably 
by interaction with m1 muscarinic receptors (Rome et al., 
1999), and the stimulation of mAChR or ATP-receptors, ac
tivate a nonselective cationic conduc!ance increasing the 
neural excitability (lto and Dulon, 2002). 

For vestibular calyx endings, direct, synaptic efferent
influence would be of great significance in determining 
their response properties. In particular, it has been sug
gested that the postsynapllc depolarization produced by 
the afferent neurotransmitter is supplemented by the K+ 
ions that accumulate in the synaptic c1eft (Goldberg, 1996; 
Soto et al., 2002b). Thus modifications of a sustained K+ 
permeability such as the IK.M might have a significant 
impact on the calyx-ending neuron-discharge rate under 
physiological conditions where potential K+ -accumulation 
mechanisms are preserved (Hurley et al., 2006). Although 
efferent neurons contacting afferents with no calyx ending 
(bouton type) have been described (Lysakowski and Gold
berg, 1997), there are no quantitative data about the oc
currence of this type of synaptic contact that may corre
spond to dimorphic neuron-pertaining bouton endings. 
Based on the larger soma size of neurons with the IK.M, we 
hypothesize that neurons resistant to linopirdine, XE-991, 
or oxo-M most probably are purely bouton-type afferent 
neurons that do not receive a cholinergic input from effer
ent fibers, although other possible explanations for the lack 
of response of smaller neurons are that they express al
ternative splice variants of KCNQ channels (Beisel et al., 
2005; Rocha-Sánchez et al., 2007). It is known that KCNQ 
subunits have different sensitivities to channel blockers 
(Schroeder et al., 2000) and it is possible that the subunit 
composition may vary from large- to small-soma size ves
tibular-afferent neurons (Howard et al., 2007) or that 
smaller neurons would have been sensitive to drugs stud
ied, if their terminals had been preserved, indicating a 
regionalization in channel expression. Alternatively, drugs 
used in this study may not be universal IK,M blockers. For 
example, some native IK,MS resistant to XE-991 have been 
reported and XE-991 and linopirdine have been shown to 
have a voltage-dependent action, which may explain their 
lack of effect at hyperpolarized voltages (Romero et al., 
2004). 

In c1inics, scopolamine, a competitive muscarinic an
tagonist, is one of the most effective drugs in preventing 
motion sickness and physostigmine, an AChE inhibitor, 
induces a motion sickness-Iike syndrome in humans 
(Wood et al., 1986). Whether the efficacy of scopolamine 
in mollon sickness is mediated through peripheral and 
central pathways, or solely through central mechanisms is 
yet undetermined (Wackym et al., 1996; Ishiyama et al., 
1997). Our results demonstrate that muscarinic-receptor 
activation inhibits the IK.M in a large proportion of vestibu-

lar-afferent neurons by increasing their gain. Then musca
rlnic receptor antagonlsts will reduce the afferent-neuron 
discharge, an effect that might significantly contribute to 
the c1inical action of anticholinergic drugs in the vestibular
system-related symptoms. These results open the need to 
study the potential use of the IK M modulators such as 
retigabine and IInopirdine (Romero et al., 2004; Rivera
Arconada and López-García, 2005; Surti and Jan, 2005), 
which might have potential therapeutic value for the treat
ment of vestibular disorders. 
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The activation ofthe efferent vestibular system modifies the basal discharge and the dynamic response of 
primary-afferent neurons to head motion and gravitational stimuli. The efferent input to afferent neurons 
is mediated primarily by cholinergic synapses that activate both muscarinic and nicotinic receptors. 
Previously we had shown that the muscarinic-acetylcholine-receptor (mAChR) activation modulates the 
low-voltage-activated M-type potassium current (/K.M) in the vestibular-afferent neurons. In this work 
we studied the second-messenger system mediating the inhibition of IK.M after mAChR activation. For 
this. voltage and current-clamp recordings were obtained in the cultured vestibular-afferent neurons 
of the rat. The IK.M was measured during its deactivation. Response to current-pulse injection was also 
studied. The use of the mAChR agonist oxotremorine-M significantly reduced the amplitude of the IK•M 

and modified the discharge response to current pulses from single spike to multiple spiking, reducing the 
adaptation of the electrical discharge. The intraceHular perfusion of the phospholipase C (PLC) inhibitor 
U73122 significantly attenuated the inhibitory action of the mAChR receptor agonist oxotremorine-M. 
Its inactive analog U73343 produced no significant action. The use of the phosphatidylinositol 4.5 bis
phosphate (P1P2) scavenger POlY-l-lyslne also led to a significant reduction ofthe IK•M• Our results show 
that the mAChR mediated activation of PLC and subsequent PIP2 depletion (caused by its hydrolysis), 
modulates the IK.M in the vestibular-afferent neurons, modifying their discharge response dynamics to 
current-pulse injection. 

The vestibular system efferent synaptic terminals are found both 
on vestibular nerve afferents and on hair cells. The efferent neurons 
originate in the brain stem, and make synaptic contact with type 
11 hair cells and with afferent neuron dendrites originating from 
type 1 hair cells (calyx bearing terminals) and from mixed neurons 
originating from type l and type II hair ceIls (dimorphic terminals). 
Efferent innervation is found in almost aIl ofthe acoustico-Iateralis 
sensory systems, from neuromasts of the lateral line of fish and 
amphibians to the mammalian cochlea. In the vestibule the acti
vation of the efferent system modifies the basal discharge and 
the dynamic response of primary-afferent neurons to head motion 
and gravitational stimuli [11. The efferent synaptic input to affer
ent neurons is mediated primarily by cholinergic terminals that 
activa te both muscarinic and nicotinic receptors. Previously we 
had shown that muscarinic-acetylcholine-receptor (mAChR) acti-
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- vation modulates the potassium M-current (/I<.M) in the vestibular 
primary-afferent neurons, leading to a modification of its dynamic 
response to electrical stimuli [151. 

The 11<.M is a voltage activated.low threshold, and noninactivat
ing K+ conductance.lt is activated in the subthreshold range for the 
initiation of the action potential causing a membrane hyperpolar
ization, and in neurons contributes to the regulation of repetitive 
firing and excitability [3]. The 11<.M is correlated with the expres
sion of KCNQ-type potassium-channel subunits [22], and has been 
shown to be modulated by mAChR activation (from which it gets its 
name) and by other neurotransmitters that act via Guq/11 in a vari
ety of neuron types [5,14,7]. The activation of the mAChR causes 
the c10sure ofthe KCNQchannels as a result ofthe hydrolysis ofthe 
membrane phospholipid, phosphatidylinositol 4,5 bis-phosphate 
(PIP2 ), beca use the PIP2 is required to maintain the KCNQchannels 
in an open state [25]. 

Five mAChR subtypes can be distinguished pharmacologicaIly, 
and by their activation of second-messenger systems they are 
termed M1-M5. The odd-numbered receptors (M1. M3, and M5) 
are coupled to the G"Q/l1 subunit ofthe G protein and activate phos
pholipase C (PLC), whereas the M2 and M4 are coupled to the Gi and 
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Go o. subunits and inhibit adenylyl cyclase [4]. The PLC hydrolyzes 
the PIP2 generating the second messengers diacylglycerol (DAG) 
and inositoll,4,5-trisphosphate (InsP3) that control diverse cellu
lar processes among which is the gating of ionic channels like the 
I(CNQ [201. The PIP2 directly activates all members of the I(CNQ 
channels probably caused by an electrostatic interaction with a con
served region ofbasic amino acid residues located in the C-terminal 
region proximal to the S6 transmembrane domain [25]. 

With the aim to contribute to our understanding ofthe cellular 
mechanisms involved in the efferent control of the afferent neu
ron dynamics in the vestibular system, in this work we studied 
the second messengers (participation of PLC and PIP2) mediating 
the inhibition of the M-current after mAchR activation in cultured 
vestibular-afferent neurons. 

Experiments were made .on young Wistar rats (postnatal days 
7-10) before myelinization of the celJ body was established [8]. 
Animal care and procedures were in accordance with the National 
Institutes of Health Guide for the Ca re and Use of Laboratory Ani
mals. 

Primary culture of the a ffere nt neurons was previously 
described [13]. Briefly, the vestibular ganglia were dissected and 
placed in fresh L-15 tissue-culture medium, with 1.25 mg/mL ofcol
lagenase lA (Sigma Chemicals, Sto Louis, MO, USA) and 1.25 mg/mL 
of porcine trypsin (USB, C1eveland, OH, USA), for 30 min at 37 "c. 
Then the tissue was mechanically dissociated and isolated cells 
were plated in 35-mm Nunclon ™ tissue-culture Petri dishes (Nunc, 
Roskilde, Denmark) and maintained at 37 C for 18-24 h in a 5% C02 
tissue-culture incubator. 

Experiments were done at room temperature (23-25 "C) and 
cells were continuously perfused by gravity-fed normal extracellu
lar solution containing, in mM, NaC1140, KCI 5.4, MgCI2 1.2, CaCl2 
3.6, HEPES 10, and dextrose 10. Neurons maintained in the culture 
for 18-24 h were recorded using the patch-clamp technique in the 
whole-cell voltage clamp configuration. Patch-clamp pipettes were 
fabricated from 1.2-mm outside diameter borosilicate-glass capiJ- , 
lary tubing (WPI, Sarasota, FL, USA) using a horizontal micropipette 
puller (P80/PC Sutter Instruments, San Rafael, CA, USA). Patch
pipette resistance was 1-3 MQ when filled with the intracellular 
solution containing, in mM, NaCI 10, I<CI 140, CaCI2 0.134, HEPES 
5, EGTA 10. Mg-ATP 2, and Na-GTP 1. Data were recorded with 
an Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices, Union City, CA. 
USA), the output of which was led to a 12-bit digital-analog con
verter (Digidata 1200, Molecular Devices) controlled by pClamp 
9.0 software (Molecular Devices). The membrane capacitance (Cm) 
and series resistance (Rs ) were measured on-line with the pClamp 
software. During the recordings, Cm and Rs were electronically com-
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pensated (80%). Data were lowpass filtered at 2 kHz and sampled at 
5 kHz. The junction potential was calculated with the generalized 
Henderson liquid-junction potential equation. Voltages were not 
corrected for either liquid-junction potential (less than 3 mV in our 
experimental conditions). 

The [K.M amplitude was investigated during its deactivation 
caused by a l-s hyperpolarizing step to -60 mV and delivered 
from a holding potential of -20 mV. This protocol was used to take 
advantage of the sJow deactivation time-course of the M-current. 
The deactivation-current amplitud e was measured at -60 mV as 
the difference between the average of a lO-m s segment, taken 
10-20 ms into the hyperpolarizing step, and the average during 
the last 20 ms of that step [3,18]. 

Current-clamp experiments were also done to study the effect 
of the various pharmacological agents used in the response of 
the vestibular-afferent neurons to a current-pulse injection. For 
these experiments cells were held at a membrane voltage of about 
-60 mV and square current pulses from 0.3 to 1 nA and 200 ms were 
injected. 

Recordings were analyzed off-line using Clampfit 9.0 (Molecular 
Devices) and Origin 6.0 (Microcal Software, Inc., Northampton, MA, 
USA). The Student's t-test was used to assess statistical significance, 
with P < 0.05 indicating a significant difference. Results are shown 
as mean ± standard error of the mean (SE). 

To study the effect of the PLC inhibition on the [I<.M ampli
tude, we used the PLC inhibitor U73122 and its inactive analogue, 
U73343 (Sigma Chemicals, Sto Louis, MO, USA). The mAChR agonist 
oxotremorine-M (oxo-M), poly-t-Iysine, as a PIP2 scavenger (Sigma 
Chemicals) and the KCNQ channel blocker XE-991 (from Tocris
Cookson, Inc. EllisviJle, MO, USA) were also used. Because the action 
of U73122, U73343, and poly-t-Iysine were at intracellular targets, 
they were dissolved in the intracellular solution used for filling 
of the recording pipette. Other drugs were applied using a theta 
tube coupled to a piezoelectric device (LSS-3200: Burleigh, Ontario, 
Canada) for a rapid extracelJular solution exchange. Aliquots of all 
the drugs were prepared and stored in a freezer. The XE-991, oxo-M, 
and poly-t-Iysine were dissolved in deionized water. The U73122 
and U73343 were dissolved in an aqueous DMSO stock solution that 
once in the intraceIlular medium reached a concentration ofO.Ol% 
DMSO. For the experiments the aliquots were dissolved in the cor
responding solution to reach the desired concentration befo re use. 

Vestibular-afferent neurons of the rat in culture were identified 
by their birefringen~ round or ovoid somata under phase-contrast 
optics. The effect of oxo-M was studied in the 11<'M deactivation pro
tocol. The perfusion ofthe vestibular-afferent neurons with 10 IJ.M 
oxo-M reduced the current amplitude by 58 ± 12% (Fig. lA). The 
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Fig.1. Effects of oxo-M on the lK.M currenr deactivation and in the response to current pulses. In (A). the control (black trace) lK.M deactivation (arrow) Was reduced arter 
the perfusion ofrhe cell with 10 J.l.M oxo-M (gray trace). In (8). the response of a vestibular-afferent neuron (Vm - -60 mV) to a 0.6 nA. 200-ms current-pulse injection, in the 
control (black) and after the use of 10 J.l.M oxo-M (gray).ln this and the following graphs the dotted Iines represent zero current or O mV. 
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actíon of oxo-M on the deactivation was completely blocked by 
the prior use of 1 J.LM atropine (n '" 4. data not shown). In current
clamp experiments, the use of 10 J.LM oxo-M de polarized the cel! 
membrane potential by 5 ± 2 mV. and increased the excitabilíty of 
the vestibular-afferent neurons from a typical single-actíon poten
tial discharge to a repetitive 5 ± 2 actíon-potential discharge (n = 3) 
(Fig. 1 B). 

To evaluate whether or not the activatíon of PLC participates 
in the modulatíon of the IK.M current caused by the activation of 
mAChR by oxo-M. the PLC inhibítor U73122 (3 and 10J.LM) were 
added to the pipette filling solution. Ten minutes after the estab
lishment ofthe whole~cell recording configuratíon. the application 
of 1 ° J.LM oxo~M decreased the amplitude of the IK•M by 40 ± 6% 
for the experiments using 3 J.LM U73122 (0=4; P=0.24 compared 
to the control oxo~M inhibition; Fig. 2A). and 23 ± 3% with 1 ° J.LM 
U73122 (n=7; P= 0.006 compared to the control oxo~M inhibitíon; 
Fig. 2B). As a control. in the experiments in which oxo-M did not 
produce a significant effect (usíng 10 J.LM U73122). to discard the 
possibility that cells did not Express the IK.M current. the J(CNQ~ 
channeJ blocker XE~991 (1 J.LM) was used after the oxo-M. The 
XE-991 caused a further IK.M decrease of 35 ± 3%. thus reaching a 
64% decrease ofthe IKM (n .. 4: P=0.03) (Fig. 2B). indicating that 
the IK•M was already expressed in the neurons and that the lack 
of a significant action of oxo-M was caused by the PLC inhibitor. 
In the experiments ín which the oxo-M inhibitory action was not 
significantly modified (using 3 J.LM U73122). the addition of 1 J.LM 
XE-991 caused an additional decrease in the IK.M current amplitude 
of 12 ± 5% (n -4; Fíg. 2A). 

In current-damp experiments done using 10 J.LM U73122 in 
the pipette. the use of 10 J.LM oxo-M caused a nonsignificant 
1 mV depolarization of the membrane potential. Afterward the 
coapplication of oxo-M and 1 J.LM XE-991 caused a significant 
7 ± 2 mV depoJarization of the membrane potential and increased 
the action-potential discharge from 1 to 3 ± 1 acríon potentials 
(n" 4). indicating that the IK.M was already functionally expressed 
by these cells (Fig. 2C). 

As a control for the effect of U73122. the inactive analogue 
U73343 (3 and 10 J.LM) was al so used in the recording pipette. With 
the use of 3 and 10 J.LM U73343, the perfusion of 10 J.LM oxo-M 
decreased the I K,M ampl ltude by 50 ± 11 % and by 51 ± 3 % (n" 4 and 
10) (Fig. 3A), In these experiments the oxo-M inhibitory effect was 
significantly greater than that obtained with the active ínhibitor, 
10 J.LM U73122 (p .. 0.01). and there was a nonsignificant difference 
with the inhíbitoryeffectofthecontrol ofoxo-M (58 ± 12%: P= 0.65. 
Fig. 1A), Thecoapplication ofl0 J.LM oxo-M and 1 ¡..tM XE-991 addi
tionally reduced the I¡CM current amplitude by 9 ± 3% thus causing 
a 67% reduction of the I¡(.M current (n .. 7; p .. 0.02). 

To study whether the depletion of the intracellular PIP2 was 
responsible for the reduction ofthe [K.M amplitud e, an experimen
tal series using 100J.LgjmL poIY-L-lysine (a PIP2 scavenger) in the 
recording pipetee was done.lt was found that after the first minute 
ofthe establishment ofthe whole-cell recording. the IK•M began to 
decrease systematically, attaining a 64± 4% (n =4) reduction after 
three minutes of the establishment of the whole-cell recording 
(Fíg. 2B). These results índicate that PIP2 is essential to maintain 
the [¡<.M amplitude. 

Our results show that activatíon of the PLC mediates the mod
ulatíon of the [KM amplitud e caused by the mAChR activation in 
the vestibular primary-afferent neurons ofthe rato Our results are 
consistent with the PI-polyphosphJte hypothesis that activation of 
PLC hydrolyses the P1P2' This results in a depletion ofthe P1P2 and 
in consequence the IK.M current is depressed [19,25j. 

Previous reports have shown that the use of the aminosteroid 
compound U73122 in tsA or CHO cells transfected with an MI 
receptor and KCNQ2-KCNQ3 subunits completely blocked the 
mAChR action. In the superior cervícal-ganglion neurons it was 
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Fig.2. Effects of the PLC inhibitor U73122 on the oxo-M action on the IK,M.ln (A), 
the recording of the IK,M deactivation in the control (black trace) and after the use 
of the PLC inhibitor U73122 (3¡J.M) produced a nonsignificant attenuation of the 
inhibitory éffect of 10 f.lM oxo-M on the IK,M amplitude (dark gray trace), The addi
tion of l¡.¡.M XE·991 eaused a slgnificant decrease of the IK,M (light gray trace). In 
(8). a similar paradigm ShOW5 the decrease of the inhibitory effeet of the oxo-M 
on the II(,M amplitud e in the control (black) in the presence o( 10 ¡.¡.M of U73122 
(dark gt'ay) and ¡¡fter 1 fJ.M XE·991 use. In (e). thé response (jf an afferent neuron 
(Vm ~ -60mV)toaO.8 nA, 200-ms current-pulse injécrlon in rhe Control (black) after 
the useof10 fJ.M oxo·M In rhe presence of 10 f.lM ofU73122 (lIght gray)and during 
the coapplkation of 10 ¡J.M oxo-M and 1 f.lM XE-991 (dark gray). 
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Fig.3. Effect of the inactive analogue U73343 and the PIP, scavenger POIY-L-lysine 
on the oxo-M action on the IK.M. In (AJ. the IK.M deactivation recording in the con
trol (black) was significantly reduced afte!' the perfusion of 10 J.l.M oxo-M in the 
presence of 10 J.l.M U73343 (gray). Aftet the perfusion of XE-991. there was an 
additional decrease of the IK•M (Iight gray). In (B). the use of POIY-L-lysine in the 
intracellular solution caused a significant rundown of the IK.M after 3 min of estab
Iishing the whole-cell recording condition. The recording was done immediately 
after establishing the whole cell (black) and after 3 min (gray). 

found that 3 j..LM U73122 blocked the inhibitory effect of oxo-M, . 
reducing it from 80% to 20%, and that the inactive control com
pound U73343 had a weak inhibitory effect [19.241.ln contrast we 
found that the active compound U73122 produced a 61 % reduc
tion (from 58% to 23% of a maximum attained of67% with XE-991) 
of the mAChR-caused M-current inhibition. The greater inhibition 
of the oxo-M effect found in the studies mentioned above could 
be caused by additional intracellular messengers participating in 
the control of the IK.M amplitude in our system. For example cal
cium has been found to modulate the II(.M amplitude in excised 
membrane patches obtained form the rat sympathetic neurons 
[17 J, and to cause a reduction of J(CNQ4 currents expressed in 
CHO cells 16]. Other molecules such as InsP3. OAG. NAO+. cAOP 
ribose. calmodulin, calcineurin,activators or inhibitors ofPI<C, tyro
sine kinases, or myosin light-chain kinase have been suggested to 
modulate the M-current [14J. Furthermore the U73122 also had 
many si de effects that were attributable to alkylation of various 
proteins [121, which may contribute to the variability of results 
between different cell types. Although differences between ce lis 
are highly expected. we cannot completely exclude that rundown 
of the M-current by dialysis of the intracelJular medium, using 
whole-cell recording. may obscure the total effect of U73122. 
Nonetheless, in our previous work we found that the action of 
oxo-M on the I«.M in perforated patch experiments were not signif-

icantly different than values observed with whole-cell experiments 
[ 15J. 

POIY-L-lysine produces a local positive-electrostatic potential 
when it binds to the membrane and strongly attracts and effec
tively sequesters the multivalent P1P2 [23 J. It has been widely used 
in heterologous systems expressing I<CNQ2-J(CNQ3 subunits and 
M 1 receptors 125,20]. The POIY-L-lysine experiments in our system 
showed that intracellular PIP2 is tonically activating the IK.M in the 
vestibular primary-afferent neurons. 

The efferent vestibular system produces species-specific actions 
on primary-afferent neuron dynamics. In mammals [11\ and in 
the toadfish [1 J, efferent activation increase background discharge 
and decrease the gain to angular motion stimuli. In the toadfish 
it has been shown that the decrease in sensitivity is mainly due 
to a reduction of hair cell receptor potential gain, consequent to an 
increase in the conductance ofthe cell membrane, whereas increase 
in background afferent discharge is due to excitatory conductance 
change occurring directly in the afferents [11.ln contrast combina
tions of excitation or inhibition were observed in frogs [16], turtles 
[2\ and pigeons [10]. Oifferences can be accounted for by the rel
ative density of efferent neurons innervating the hair cells or the 
afferent neurons. or due to the participation, aside from the acetyl
choline, of other transmitters or modulators ofthe efferent synapse 
[21,9]. 

From a function~1 point of view, the inhibition of II(,M caused 
by the activation of mAChR, the subsequent stimulation of PLC, 
and depletion of P1P2 results in an increased excitability of the 
vestibular-afferent neurons. These findings provide evidence about 
the mechanisms that underlie the excitatory response of the 
vestibular-afferent neurons to the influence of the cholinergic
efferent system. 
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