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INTRODUCCION

La membrana plasmatica es el principal organelo de interaccion entre la
célula y el medio externo. Su papel primordial es el mantener las diferencias entre
ambos ambientes controlando la entrada y salida de materiales al tiempo que
participa en la regulacién metabdlica y en las interacciones de célula a célula
(Darnell et al,1980). Posee un papel fundamental en la transduccion, generacidn y
transmisidén de la informacion en el sistema nervioso, misculos y otros tejidos
excitables (Hille, 1992; Aidley y Stanfield, 1996; Johnston y Miag-Sin, 1955).

En el sistema nervioso, las células neuronales se distinguen por su
capacidad de responder a diferentes estimulos ambientales mediante la
generacion de cambios caracteristicos y transiterios en el potencial de membrana
llamados potenciales de accion (PA). Con el fin de explicar en términos fisico-
quimicos los eventos macroscopicos que subyacen a la generacién y propagacion
de los PA, A. L. Hodgkin y A. F. Huxley desarrollaron durante los afos 50 la
descripcion fenomenolégica de las propiedades eléctricas de la membrana celular
llegando a proponer que bajo dicho fendmeno existen cambios dependientes de
voltaje en las permeabilidades especificas para los iones de sodio y potasio.

Los principios basicos de generacion de los potenciales de accioén han sido
agrupados bajo 1a hipdtesis idnica de la teoria eléctrica de la membrana y pueden
resumirse de la siguiente manera: a) se desarrollan a fravés de unidades discretas
de membrana, b) dependen de las diferencias de concentracion idnica a cada lado
de la membrana y, ¢} se producen debido a que ésta es seleclivamente permeable
hacia algunos iones. Como corolario podriamos agregar que la corriente eléctrica
que fluye a través de la membrana es producto del movimiento idnico.

Las mencionadas “unidades discretas de membrana® corresponden a un
grupo de proteinas integrales llamadas genéricamente canales idnicos. Estos
regulan los cambios de la permeabilidad idnica absoluta y por lo tanto, la
conductancia de los distintos iones que fluyen a través de la membrana plasmatica
(Aidley y Stanfield, 1936; Hille, 1992).



La existencia de dichas proteinas, si bien sugerida por los experimentos de
Hodgkin y Huxley, fue propuesta por primera vez en 1972 por Bernard Katz y
Ricardo Miledi, quienes suponian su existencia cuando trataron de medir con alta
resolucién la corriente iGnica evocada por la acetileolina en la placa neuromuscular
(Katz y Miledi,1972).

En 19786, Irvin Neher y Bert Sakmann observaron por primera vez corrientes
ibnicas fluyendo a través de lo que ellos llamaron “canales ionicos” (Neher y
Sakmann, 1976 ®%).

La naturaleza proteica de estos canales quedo demostrada tras los estudios
de expresion funcional de las subunidades que conforman al receptor de
acetilcolina (ACh) obtenido mediante técnicas de DNA recombinante a partir de ia
placa neuromuscular de la raya Torpedo californica en ovocitos de Xenopus
(Mishina et al, 1984).

Los canales idnicos son los elementos fundamentales de |a sefializacién en
el sistema nervioso. Ellos generan y regulan de manera especifica las corrientes
eléctricas en las neuronas, controlando asi la secrecidn de hormonas y
neurotransmisores. Se encargan de la traduccidn de estimulos quimicos y
mecanicos en respuestas eléctricas que puedan enlazar los evenios extracelulares
con los intracelulares. Estan intimamente ligados con las respuestas fisioldgicas a

corto y a largo plazo qus subyacen a la plasticidad neuronal.

Es posible agrupar ta enorme diversidad de canales idnicos descritos hasta
la fecha, en diferentes clases de acuerdo a sus propiedades biofisicas y
farmacologicas (Watson y Abbot, 1992). Basicamente, los canales ionicos se han
clasificado en:

1) Canales Extracelulares Activados por Ligando: Esta superfamilia incluye
proteinas constituidas de 5 subunidades polipeptidicas cada una de



2)

3)

4)

ellas con 4 regiones transmembranales. Sus ligandos prototipicos son
neurotransmisores clasicos.

Canales Intracelulares Activados por Ligando: Son similares
estructuralmente a sus homologos extracelulares. Entre sus ligandos
prototipicos encontramos al AMPc, al GMPc¢, al Ca™ y a las proteinas G.

Canales Activados por Voltaje: Esta superfamilia agrupa entre otros a
los canales de sodio, potasio y calcio. La estructura terciaria de estos
canales es tetramerica. Cada uno de los 4 subdominios esta constituido
una subunidad que a su vez esta formada por seis regiones
transmembranales. Caracteristicamente contiene una subunidad rica en
residuos aminoacidicos positivos la cual es capaz de “sensar” el vollaje
a traves de la membrana plasmatica. Poseen poros permeabies
altamente selectivos.

Canales Catidnicos: Estos estan constituidos por 5 subunidades y son
regulados por nucledtidos intracelulares como el GMP. Son poco
selectivos y estadn implicados fisiofégicamente en la transduccion de
sefiales entre diversas células receptoras como los conos y bastones de
la retina.



CANALES IONICOS DEPENDIENTES DE VOLTAJE

En la mayoria de las células excitables, el potencial de accidn es producto
de la despolarizacidon del potencial de reposo membranal (comunmente mas
negatvo que -80 mV) a niveles mas positivos gque el umbrai. Dicha
despolarizacion puede ser generada por corrientes sindpticas, por corrientes
despolarizantes provenientes de regiones que han sido previamente
despolarizadas durante |la propagacion del potencial de accidn, por marcapasos
celulares o por corrientes inyectadas mediante un electrodo.

Basicamente, el potencial de accion en el axén consta de dos fases:

A} Una pequefia despolarizacion iniciada por cualquiera de los
mecanismos antes mencionados produce la apertura de algunos canales
selectivos a los iones sodio, permitiendo asi su difusidn al interior celular en favor
de su gradiente de concentracién. Esto causa que al acercar el potencial de
membrana al potencial de equilibrio para este ion (+50 mV), se abran mas canales
selectivos al ion sodio, produciendo una gran comrriente idnica dependiente de
sodio que genera la fase inicial répida de} potencial de accién.

En algunas células, fa depolarizacién durante el ascenso del PA puede
estar complementada (y en ocasiones hasta substituida) por canales selectivos a
iones calcio. Por ejemplo, en el musculo cardiaco de mamiferos y en algunas
células musculares lisas de invertebrados, el PA es llevado a cabo principaimente
por canales de calcio de manera similar a como ocurre con {os canales de sodio
(Tsien et al, 1988; Snutch y Reiner, 1992). El calcio que ingresa al interior celular
durante esta fase también actla como segundo mensajero primario e inicia el
acoplamiento excitacidn-contraccion en la fibras musculares, el aceplamiento
excitacion-secrecion y otros multiples procesos metabdlicos.

B) El potencial de accion se termina y se revierte por Ja activacion tardia
de canales de potasio sensibles al voltaje. Estos canales se abren lentamente



durante el curso temporal de la activacién de los canales de sodio, permitiendo el
fluo de potasio siguiendo su gradiente difusional hacia el exterior celular,
induciendo asi la repolarizacion de la membrana celular al acercar su potencial al
de equilibrio electroquimico para el potasio (~ -80 mV). Por esta razbn, se
considera que todas las corrientes de potasio son inhibitorias. En otras palabras,
los canales de potasio al abrirse producen una corriente saliente (hiperpolarizante)
que tiende a neutralizar a las corrientes entrantes (despolarizantes) de sodio y de

calcio principalmente {figura 1).
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Figura 1. Potencial de accién. A: Curso temporal de los principales componentes ionicos dirante un potencial
de accién, Se muestran superpuestas las corrientes de scdio ¥ potasio con relacién al potencial de accidn en
propagacién (V). Se indica en el eje izquierdo el potencial en miliveltios de la membrana, en el ¢je derecho la
amplitud total de cada uno de los componentes tambien en milivoltios y en la parte inferior la duracién total en
milisegundos. gNa, conductancia de sedio. gK, conductancia de potasio. 8: Cursos temporales de cada uno
de los componentes mosirados en A, En el grafico superior s encuentra el pulso despolarizante de 56 mV
aplicado a la membrana celular. Inmediatamente abajo se muestra la comiente producida por el pulso anterior:
se puede ver que consta de tres componentes: 1. Transitorio capacitive (artefacto de estimulacién), 2.
Corriente rectificadora sostenida y 3. Corriente transitoria entrante. La corriente ttransitoria representa a la
conductancia de sodio (4), mieniras que la de tipo rectificante es debida a una conductancia de potasio (5). En
parte inferior se muestra el curso temporal en milisengundos.

Tomada de Nicholls et al, 1992,

Los estudios moleculares iniciados en anos recientes con el aislamiento de
la proteina constitutiva de! canal de sodic del drgano eléctrico de la anguila



(Electrophorus, Noda et al, 1984), han mostrado que los canales idnicos de sodio,
calcio y potasio que responden a cambios en el potencial de membrana,
constituyen una superfamilia cuyos miembros estén relacionados entre si debido a
la presencia de caracteristicas estructurales en comun.

Canales de Sodio y Calcio.

Molecularmente estos canales, de los cuales se han identificado diferentes
isoformas en numerosos tejidos y organismos (Noda et al, 1984; Kayano et al,
1988, Ramaswami y Tanouye, 1989; Rogarl et al, 1983, Trimmer et al, 1989;
Snutch y Reiner, 1991; Gautron et al, 1992; Snutch et al, 1992), estan constituidos
por complejos proteicos de aproximadamente 260 kDa organizados en cuatro
dominios homdlegos (D1-D4) unidos entre si mediante conectores. Cada uno de
estos dominios estd formado a su vez, por seis segmentos transmembranales
denominados convencionalmente S1 a 6 (Noda et al, 1984; Thomsen y Catterall,
1989). Diversas evidencias proponen que la proteina funcional esta crganizada en
una estructura tetramérica con un poro de conduccién central (para revision ver
Tang et al, 1994; figura 2).

Funcionalmente, aunque las proteinas que conforman los canales de sodio
(subunidades «) bastan para generar comentes idnicas en condiciones
fisiclégicas, s& ha encontrado que pueden estar acompaiiadas de una o dos
subunidades mas pequefias (B1 y B2; Isom et al, 1992) provenientes de su propia
familia de RNA's mensajeros (Auld et al, 1888), capaces de afectar las
propiedades cinéticas de [as subunidades a cuando son co-transfectadas en
sistemas heterdlogos de expresion {Mandel, 1993). En contaste, los canales de
calcio son complejos heteromultiméricos: la subunidad o se encuentra unida a
diversas subunidades auxiliares (o2, B, v ¥ 8) que regulan sus propiedades
cinéticas (Johnston y Miao-Sin, 1895).

La multiplicidad de genes existentes para los canales de sodio y calcio es
sorprendente si se considera que las propiedades biofisicas de estos canales son
bastante similares entre si (Barchi, 1987). Sin embargo, la distinta distribucién
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tisular que exhiben sugiere que pueden estar siendo usados diferencialmente en

tos tejidos donde se les encuentra {Kayano et al, 1988).

1 200 - 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Figura 2. Panet A: Perfil de hidrofobicidad del canal de sodio dependiente de voltaje de la anguila eléctrica. E!
eje vertical indica ¢! Indice de hidropatia, Los picos positivos representan segmentos con una alta proporcion
de residuos hidrofébicos que estructuraimente se interpretan como a-hélices capaces de cruzar la membrana
en su totalidad {$1-56). Los dominios homdlogos o subunidades estan indicados por nimeros romanos, los
segmentos transmembranales en nimeres ardbigos. En el ¢je inferior se indica el numerc aproximado de
aminoacidos en toda la secuencia. B: se muestra un canal ensamblado tal y como puede ser visto desde la
parte exterior de la membrana plasmatica. Cada domino estd indicado por una linea punteada. Puede
observarse que cada subunidad esta constitulda por seis dominios transmembranales. C: Esquema donde se
ve fa topologla propuesta para la secuencia mostrada antefiormente conservando la notacién mencionada.
Las asas, denominadas HS, responsables del poro de permeacidn, se encuentran fuera de la membrana
lipldica entre los segmentos transmembranales $5-86. Los circulos pequefios en dichas regiones indican los
sitios de unidn a tetrodotoxina en tanto que los rectdngulos negros estén indicando los sitios de unidn a otras
toxinas y con una banda obscura encontramos el sitio de unién a la saxitoxina. Los simbolos y indican los
sitios involucrados en glucosilaciones de tipo N, Los sitios de fosforilacién por AMPe se indican con una P, en
tanto que aquelios fosforiados por PKC en diamantes. Tomado de Noda et al, 1884 y Catterall, 1952,



Canales de Potasio.

De lodos los canales idnicos dependientes de voltaje descritos hasta la
fecha, los de potasio son los mas abundantes y pueden ser encontrados en
préacticamente cualquier célufa eucaridtica (Latorre y Miller, 1983; Rudy, 1988%
Hille, 1992; Johnston y Miac-Sin,1995). En contraste con las cormrientes de sodio y
calcio, las de potasio varian ampliamente en su cindtica, dependencia del voitaje,
farmacologia y comportamiento unitario.

Los canales de potasio regulan el potencial de reposo de la membrana,
tanto en las céiulas eléctricamente excitables como en las no excitables (p.gj. los
linfocitos, Hille, 1992; Chandy et al, 1990%). En las neuronas, determinan fa forma,
la duracién, la dependencia temparal y modulan la frecuencia de disparo. Poseen
un pape! vital en la codificacion y descodificacion de sefales asi como en la
integracion neuronal de tal forma que la existencia de un amplio repertoric de
patrones de disparo puede estar reflejando [a necesidad de una enorme diversidad
de canales de potasio (Shuster et al, 1986; Rudy, 1988°% Hille, 1992, Johnston y
Miac-Sin, 1995).

Farmacoldgicamente, son blanco de diversas drogas, toxinas,
neurotransmisores y segundos mensajeros. Algunas substancias que incrementan
o decrementan la actividad de los canales de potasio han sido caracterizadas
fisiologicamente como antisquémicos, antiarritmicos, antihipertensivos y
antianginosos (Lynch et al, 1992; Katz, 1993; Grover, 1994; Oesen, 1994; Li et al,
1995; Quast et al 1995). Significalivamente numerosos venencs de serpientes,
abejas, escorpiones, anémonas, arafias y caracoles marinos contienen péptidos
que bloquean la funcién de estos canales (Stanfeld et al, 1987; Castle y Strong,
1986, para revision ver Dreyer, 1990).

Las mutaciones en los genes que codifican para esta familia de canales
ibnicos han sido asociadas con diversas enfermedades como la ataxia episédica
{Adelman et al,1995), la arritmia cardiaca (Curran et al, 1995; Sanguinetti et al,
1995), la miotonia (Rudel y Lehmann-Horn, 1985) la fibrosis quistica (Welsh y
Fick, 1987) e! lupus eritematoso (Grissmer et al ,1988) y el control de la liberacién
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de insulina por los niveles de azdcar (Petersen y Findlay, 1987). Asimismo han
sido involucrados en diversas funciones durante la fertilizacion (Hagiwara y Yoshii,
1979} y en el fenctipo Weaver del ratén (Patil et al, 1995).

En la actualidad se han identificadc mas de 80 diferentes genes gque
codifican para los canales de potasio en distintos organismos. Basicamente, tal
cantidad de genes pueden ser clasificados de acuerdo a dos criterios: el primero
de ellos, estructural, considera el nimero de segmentos transmembranales (TM)
que componen a cada subunidad «. De acuerdo con esto, se agrupan en fres
diferentes superfamilias:

1) Superfamilia 2 (2TM)

2) Superfamilia 4 (4TM)

3) Superfamilia 6 (6TM)

Los canales 2TM (Canales Sensibles a ATP y Rectificadores entrantes
Kir),.estan representados por los rectificadores anémalos o entrantes presentes en
practicamente todos los organismos. Los 4TM incluyen a los canales de potasio
con 2 poros identificados en C. efegans (Salkoff, comunicacidn personal). Mientras
que la superfamilia de 6TM o canales homélogos a Drosophila Shaker se
encyentra a su vez subdividida en 6 familias presentes en todos los metazoarios:
KQT, Eter a Go-Go (EAG), slo, CNG, SK y Shaker (Sh, Jan y Jan, 1998). El
segundo criterio, funcional, estaria definido por las caracteristicas del canal
unitario, los mecanismos de compuerta, la cinética, la dependencia del voltaje v la
farmacologia. De acuerdo con esto, ios canales de potasio se agrupan como se
indica en latabla 1.

Por razones gue se explican mas adelante, el presente trabajo estd
enfocado a investigar en neuronas especificas del sistema nervioso central (SNC),
las caracteristicas funcionales de una subfamilia particular de canales de potasio
dependientes de voltaje (6TM).



Tabla 1.
CLASIFICACION FUNCIONAL DE LOS CANALES DE POTASIO.

Canales de Potasio Dependientes del Voltaje.

Rectificadores Retardados o Tardios (Kor)
Transitorios o Inactivantes (Ka)
Rectificadores Entrantes (Kir)
Canales de Potasio Activados por Calcio.

Canales de Alta Conductancia (BKca«.)

Canales de Conductancia Intermedia (lca+s)

Canales de Baja conductancia (Scas.)
Canales de Potasio Activados por Sodio (Kya)

Canales de Potasio Acoplados a Receptores.

Corrientes Tipo M (Ku)
Activados por Acstilcolina (Kaca)
Activados por Serotonina (85-HT)

Canales de Potasio Modulados Metabdlicamente,

Modulados por ATP (Kare)
Modulados por Oxigeno (Koz)
Modulados por Acidos Grasos (Kea)

Tomada de Soria y Cefia 1998,



ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

Los canales idnicos son, en algunos casos esenciales para la viabilidad y el
desarrollo normal de los organismos superiores, por lo que la induccién, seleccion
y descripcion de mutantes condicionzales {aquellos que no exprasan un fenotipo
obvio bajo condiciones normales de crecimiento -condicién permisiva- pero que
expresan el fenctipo mutante bajo condiciones controladas —condicion no
permisiva-) donde existan alteraciones estructurales de ellos, es necesario para
comprender su funcionamiento y significado fisiolégico. Desafortunadamente, muy
pocos organismos son apropiades para tales estudios. Uno de ellos, es ta mosca
de la fruta (Drosophila melanogaster) debido principalmente al escaso numero de
cromesomas que presenta y a lo corto y bien descrito de su ciclo de vida. En este
artropodo han sido descritas dos estrategias de seleccidn de mutantes
candicionadas que producen hiperexcitabilidad membranal. 1) sensibilidad a
anestésicos y, 2} sensibilidad a la temperatura.

Hasta el momento han sido tres las mutaciones descritas como sensibles a
anestesia; a) Shaker (Kaplan y Trout, 1969), b) Hipercinética (lkeda y Kaplan,
1970; Kaplan y Trout, 1969) y, 3) Efer a-go-go (EAG, Ganetzky y Wu, 1983, Wu y
Ganetzky,1983).

De todas ellas, Shaker (Sh) es la mas estudiada.

Familia Shaker.

En 1969, Kaplan y colaboradores describieron ia mutacién Shaker
(“Agitante”). Las moscas con este fenolipo bajo anestesia con éter, mostraron
anormalidades motoras caracterizadas por sacudidas intensas e irregulares en las
patas, alas y abdomen. Fisicldgicamente, las larvas Shaker (en donde {a mutacién
es mas evidente) mostraban periodos anormaimente prolongados e irregulares
durante la liberacién de neurotransmisor en [a placa neuromuscular lo que sugeria
un problema durante la repolarizacion de la terminal sinaptica (Jan et al, 1997* %),
Los registros intracelulares realizados en las neuronas del ganglio cervical gigante

de estos mutantes, revelaron la presencia de retardos anormalmente largos
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durante la repolarizacién de los potenciales de accién presindpticos lo que
conducia a una liberacién irregularmente larga de neurotransmisores (Tanouye et
al, 1981).

La aplicacion en las células normales de 4-aminopiridina (4-AP), un
bloqueador inespecifico de canales de potasio, reprodujo algunos de los signos
observados en las moscas mutantes, mientras que su aplicacién en éstas carecia
de efecto (Tanouye et al, 1981). El empleo de la técnica de fijacién de voltaje
(Voltage-Clamp) en las células musculares de mosca adulla, reveld que la
mutacion Sk eliminaba selectivamente una conductancia de potasio dependiente
de voltaje de tipo A o inactivante (l), lo que retardaba la repolarizacién de la
membrana durante la contraccion muscular (Salkoff, 1983). Se sugirio entonces
que el locus Shaker codificaba al menos para algin elemento estructurat de un
cana! de potasio {figura 3).

A
B 1| 1000ma
¢ =
E =
R o

Figura 3. Experimentos conducidos bajo condiciones de fijacién de voltaje que muestran la alteracién
producida por la mutacién Shaker en las célutas musculares de Drosphifa melanogaster. A: Corriente normal,
B: Cortiente mutante. Todos los registros fueron realizados en mideitos en el estado de 72 horas de desarrolio
pupal. Los trazos mostrados en € corresponden al protocolo de pulsos empleado partiendo de un potencial de
mantenimiento de —80 mV despolarizando en pasos de 10 mV cada vez hasta un maximo de +40 mv. La
barra inferior representa 500 milisegundos. Tomado de Salkoff y Tanocuye, 1986,
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El locus Sh fué identificado mediante la técnica de andlisis de traslocacion
de mutaciones en la banda politénica 16F de! cromosoma 1X de la Drosophila
mefanogaster (Tanouye et al, 1981).

En 1987, Tempel vy colaboradores {Tempel et al, 1987) caracterizaron a
partir del cDNA de la regién Shaker de Drosophila a 2 clonas que solo diferian en
tamario. ShA1 y ShA2. La transcripcidén de ambos genes sugirid que el producto
era una proteina de 6§16 aminoacidos con un peso aproximado de 7,200 daltones,
en tanto que el andlisis de hidropatia reveld que la proteina poseia un centro
hidréfobo y 6 dominios transmembranales flanqueados por extremos amino y
carboxilo-terminales hidrofilicos y citoplasmicos.

Pronto se identificaron 4 diferentes transcritos homdlogos a Shaker. ShA,
ShB, ShC y ShD, los que inyectados en ovocitos de Xenopus produjeron
corrigntes salientes de potasio inadivantes (de tipo A) con similar dependencia del
voltaje de activacién pero con distinta cinética de inactivacion (Schwarz et al,
1988; Timpe et al, 1988™ ®). Quedo claro que los diferentes productos del gen
Shaker eran suficientes para formar canales de potasio funcionales cuyas
corrientes poseen caracteristicas cinéticas similares a las descritas en los
musculos pupales y larvales de Drosophila (Timpe et al, 1988% ®). Para entonces,
los grupos de trabajo de Baumann (1987, 1988) y Papazian (1987) habian
mostrado mediante mapeos cromosomicos del locus Sh, que existian al menos 3
diferentes mutaciones de este gen (Sh"'®, Sh*%2 y Sh°) distribuidas a lo largo de
60kh de DNA que afectaban diferentes aspectos cinéticos y de dependencia al
voltaje de la corriente Ia. En Drosophila, sin embargo, la secuenciacion de los
nuevos homélogos ( A, B, C y D) reveld que la regién central del complejo de
transcripcion Sh comprendia 8 exones comunes entre ellos agrupados a lo largo
de dnicamente 10kb de DNA gendmico, mientras que los exones variables, que
supuestamente codificaban para los extremos amino y carboxilo-terminales,
estaban distribuidos en una regién bastante mas amplia. En el extremo 3 de la
region comun se encontraron 2 exones muluamente excluyentes, un grupo era
compartido por los transcritos de 1as clases A y C, mientras que el otro lo era en B
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y D. En el extremo 5’ se describieron 3 diferentes exones: uno para C, otro para D
y el Ultimo que era compartido por A y B (lverson et al, 1988; Kamb et al, 1988>";
Schwarz et al, 1988). En ofras palabras: las proteinas esperadas poseian regiones
centrales idénticas mientras que los extremos amino y carboxilo-terminales
diferian de transcrito a transcrito. Esto sugeria que e! gen Sh comprendia a una
larga y compleja unidad de transcripcion capaz de sufrir procesamiento alternativo
de exones, generando asi multiples transcritos secundarios y numerosas variantes
de la proteina (Papazian et al, 1987; Kamb et al, 1987; Pongs et al, 1968,
Schwartz et al, 1988, figura 4).

Extremo carboxilo

A terminal
8 Region central 1
D

G 2

Figura 4. Sitios de procesamiento alternativo de exones en la familia de canales de potasio Shaker.
La regién central, que contiene a los segmentos S1 a 85 y H5, es comin en todos los transcritos, Esta regién
sa puede combinar con cualquiera de los cinco diferentes extremos amino-terminales y con cualquiera de los
dos diferentes S6 y extremnos carboxilo-terminales. La terminologia empleada en este modelo da los nombres
a los diferentes productos tales como como Shaker A1 o D2, La barra de calibracién es equivalente a 20
aminodcidos. Tomado de Pongs, 1892,

Utilizando sondas contra los diferentes extremos amino y carboxilo-
terminales en los individuos con mutaciones totales de Shaker que continuaban
mostrando corrientes salientes de potasio tipo A, fue posible el aislamiento de los
primeros homologos del gen Sh a partir de una biblioteca génica de Drosophila
adulta: Shab, Shaw y Shal (Baumann et al, 1988; Tempel et al, 1988; Butler et al,
1989, 1990; Wei et al, 1990). Cada uno de ellos reside en diferente loci y puede
encontrarsele incluse duplicado: Shab y Shal se encuentran el cromosoma 3L,
Shab posee una copia en el locus 63A y Shal en el 76 B, en tanto que Shaw esta
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Al igual que en Sh, el andlisis molecular mostré que cada uno de estos

en e! cromosoma 2L en los loci 24B-C (Butler et al, 1989). Todos ellos se expresan
de manera regulada durante el desarrollo y poseen propiedades cinéticas y
genes homoblogos, esta formado por un complejo génico constituido de un
flanqueados por secuencias consenso indicativas de procesamiento alternativo de

segmento central altamente conservado y varios intrnes y exones variables

farmacolégicas diferentes.

exones (figura 5).
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De manera casi simultinea a la clonacién del primer homdlogo de
Drosophila Shaker (Sh), se aislé el primer gen que codificd para un canal de
potasio en mamiferos a partir de una libreria génica de cDNA de raton, gracias a
una sonda ShA1 (Tempel et al, 1988). Este gene, denominado MBK1 (Mouse
Brain K* Channel Gene Number 1) comparte el 65% de homologia en la secuencia
de aminoacidos con las proteinas de la familia Drosophila Shaker e incluso
muestra una homologia mayor (95%) en aquellas regiones que se consideran
importantes para el funcionamiento del canal (p.ej. S4).

E! andlisis por Northen Blat mostré que en contraste con los multiples
transcritos generados por el gene Sh, MBK1 hibridizaba contra una sola banda de
8 Kb en el RNA del ratén. Lo que significaba que probablemente la estructura
génica del canal diferia enfre moscas y mamiferos. Tan pronto como otros genes
(MK2, MK3 y MKB; Chandy et al, 1990 Migeon et al, 1992) fueron aislados y
secuenciados, quedd claro que a pesar de la existencia de secuencias consenso
para procesamiento alternativo de exones, cada uno de ellos existia como un sélo
complejo exdnico ininterrumpido representado una sbla vez en el genoma {(Mount,
1982; Kamb et al, 1988" Pongs et al,1988; Schwarz et al,1988).

Hasta el momento, han sido identificades aproximadamente 20 genes
homdlogos a Shaker en mamiferos. Basados en sus secuencias y por lo tanto en
sus probables relaciones evolutivas, han sido divididos en cuatro grupos o
subfamilias designadas Shl, Shll, Shill y ShIV. Cada una de ellas mas similar a
cada subfamilia de homologos de Drosophila que a cualquiera otra, de tal forma
que los genes Shl del mamifero son homélogos a Shaker, Shll a Shab, Shlll a
Shaw y ShIV a Shal (Butler et al, 1989; Jan y Jan, 1989, 1992, Wei et al, 1990,
Perney y Kaczmareck, 1991; Rudy et al,1991% ¥ ® Pongs, 1992; Salkoff et al,
1992). Ei analisis de cada subfamilia identificada en los mamiferos, ha reconocido
la existencia de muitiples genes en €llas: siete en Shl, dos en Shil, cuatro en Shilll
y tres en SAIV (Luneau et al, 1991; Rudy et al, 1992; Vega-Saenz de Miera, 1992°,
tabla 2).



Tabla 2.

SUPERFAMILIA DE CANALES DE POTASIQO DEPENDIENTES DE
VOLTAJE E INDEPENDIENTES DE CALCIO (FAMILIA Kv) IDENTIFICADOS EN
MAMIFEROS.

SUBFAMILIA MIEMBROS CONOCIDOS (aquellos que expresan corrientes
en sistémas de expresion heter6logos).

Shaker Kvi.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4, Kv1.5, Kv1.8, Kv1,7, Kv1.8

Shab Kv2.1, Kv2.2

Shaw Kv3.1, Kv3.2, Kv3.3, Kv3.4

Shal Kvd.1, Kv4.2, Kvd.3

Eag Eagly 2 HERG

KQT KvLQT1

Evolutivamente, lo anterior sugiere que cada una de estas subfamilias se
deriva de precursores que existian previamente a |a divergencia entre mamiferos e
insectos y plantea la posibilidad de que al menos en la linea de los
Deuterostomados ¢ Cordados, los precursores génicos se hayan diversificado
enormemente despues de haber sufrido una extensiva duplicacion, dando origen a
un gran numero de genes (Ranganathan, 1994; figura 6).

Entre 1991 y 1994 ante la cantidad de genes homélogos a Shaker
descritos, se propuso un sistema de nomenclatura que al considerar (as relaciones
evolutivas existentes entre las diferentes familias, evitaria las clasificaciones y los
nombres redundantes. Se planted asi un sistema estandar de nomenclalura con
letras y numeros en el cual la primera letra denota la clase de canal particular, en
este caso, un canal de potasio (K). La dependencia del voltaje se indica a
continuacién mediante una “v" minudscula y finalmente, mediante numeros, el
grupo de genes al cual pertenece. Asi, el primer canal de potasio dependiente de
voltaje representante del tercer grupo de genes homodlogos a Shaker en
mamiferos (Shaw), recibiria el nombre de Kv3.1 {Chandy et al, 1991, Chandy y
Gutman, 1993; tabla 3).
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Figura 6. Conservacion de las familias de canales de potasic Sheker, Shal, Shaw y Shab. A: Cada miembro
representa a una subfamilia de genes si bien conservados, independientes entre si. Los nimeros en cada
flecha representan e! porcentaje de identidad en las regiones 51-36 entre los diferentes miembros y entre si.
La comparaci6n entre las protelnas codificadas por €l gene Shaker con sus hombélogos Shal, Shab y Shaw en
Drosophila {denotadas por una “f'), muestra un porcentaje de identidad aproximado del 40%. Sin embargo, la
comparacién de cada una de las protelnas de fa mosca con sus homologas en mamiferos (denotadas con una
*m") indica un mayor Indice de identidad entre cada subfamilia {cerca del 70%). Al igual que en la mosca, la
comparacién entre las cuatro diferentes subfamitias del mamifero muestra un porcentaje de identidad cercane
al 40%. En ¢l lado derecho de cada unc de los nombres de los homélogos en mamiferos se indica el numero
de miembros identificados. 8 y C. Se ejemplifica el grado de conservacién de {a propiedades cinéticas de las
protelnas codificadas por las subfamitias Shal y Shab entre mamiferos e insectos. Ambos tipos de corrientes
fueron expresadas en ovocitos de Xenopus. Tomado de Covarrubias et al, 1991.
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Recientemente cinco familias adicionales han sido aisladas en mamiferos
para los que no han sido descritos homélogos en Drosophila: Kv5.1, Kv6.1, Kv7,
Kv8 y KvO (Drewe et al, 1992). Sin embargo ninguna de ellas es capaz, por si

misma, de producir algin canal funcional cuando son expresadas en sistemas
heterdlogos (Salinas, 199725 ¢),
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Tabla 3.
NOMENCLATURA UTILIZADA EN LOS GENES DE LOS CANALES DE
POTASIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE EN MAMIFEROS.

Nombre Nombres Publicados

Esta
tandar Ratén Rata Humano Cromosoma

Subfamilia 1 relacionada a Shaker

Kv1.1 (KCNAT)  [MBK1 RCK1 HuK(l) 12P
MK1 RBK1
RK1
Kv1.2 (KCNA2)  |MK2 BK2 HuK(IV) 12
MK5 RCKS
NGK1
RK2
RAK
Kv1.3 (KCNA3)  |MK3 RCK3 HuK(y 1p13.3
RGK5 hPCN3 1p21
Kv3 HLK3
HGKS
Kv1.4 (KCNAJ)  |MK4 RCK4 HuK(il) 11g13.14
RHK1 hPCN2 11p14.1
RK4 HK?
RK8
K HuK (V1) 12p
Kv1.5 (KCNAS) RIS hPCN1
RMK2 HK2
HCK1
Kvi6 (KCNAB)  |MK2 RCK2 HBK2
MKS KV2 HuK(v)
RK&
Kv1.7 (KCNAT)  |MKS RK6 19913.3

MK4
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Subfamilia 2 relacionada a Shab

Kv2.1 (KCNB1 mShab DRK1
( ) CDRK
Kv2.2 (KCNB2) CDRK
Subfamilia 3 relacionada a Shaw
Kv3.1 (KCNC1) NGK2 Kv4 HKv3.1 11p15
mShaw22 Raw2 NGK2-Kv4
Kv3.2 (KCNC2) mShawi2 Rshaw12 HKShillA 12
RKShifiA
Raw1
RKShIlID
Kv3.3 (KCNC3) mKva.a RKShiID HKShiliD 19q13.3-4
mShaw19 hKv3.3
Kvd.4 (KCNC4) mKv3.4 Raw HKShIlIC 1p21
Subfamilia 4 relacionada a Shaf
Kv4.1 (KCND1) mShal
Kv4.2 (KCND2) RKS
Shalt
Kv4.3 (KCND3) RKShiVB

Tomada de Gutman y Chandy, 1993
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Subfamilia Kv3 (Shili).

Hasta el momento, han sido aislados once diferentes cONA's de la
subfamilia Kv3 a partir de librerias génicas derivadas del mRNA de ratén y de
humano (Yokoyama et al, 1989; McCormack et al, 1990; McCormack et al, 1991;
Rudy et al, 1991% Luneau et al, 1991"; Schroter et al, 1991; Ghanshani et al, 1992;
Rudy et al, 1992; Vega-Saenz de Miera, 1992°; Vega-Saenz de Miera, 1992°; Ried
et al, 1993). La comparacidn de sus secuencias y el andlisis de su estructura
génica, a permitido obtener suficiente evidencia en favor de la hipétesis que
propone que estos cDNA's mas que representar productos obtenidos de diversos
genes altamente homdlogos, representan {ranscrilos generados mediante
procesamiento alternative de exones de cuatro diferentes genes representados
una sola vez en el genoma del mamifero (figura 7).

Kv3.1a
Kv3.1 <
Kv3.1b

Kv3.2a :‘;Igutf; g T.h tSut:unidad.e“s; K‘VS

entificadas hasta el momento en fos

Kv3.2 Kv3.2b mamiferos.  Los  cuatro  genes
Kv3.2¢ relacionados a Shaker en mamlferos

Kv3.2d (Kva.1, Kv3.2 Kv3.3 y Kv3.4), codifican

para 11 diferentes isoformas mediante
precesamiento alternativo de exones.
Tomado de Vega-Saenz de Miera et al,

Kv3.3 < Kv3.3a 1654,
Kv3.3b
Kv3.4a

34 < kealab

Kv3d.4c
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De esta manera, constituyen asi la dnica clase de genes Sh para la cual
existen evidencias de la participacion del procesamiento alternativo de exones en
la generacion de transcritos maltiples {Luneau et al, 1991; Ghanshani et al, 1992;
McKeown et al, 1992; Vega-Saenz de Miera, 1992° 1994 Weiser et al, 1994; Jan y
Jan, 1998). Dicho mecanismo tiene una enorme importancia ya que pequefios
cambios en €l patrén de lectura o la inclusibn de secuencias gque no son

traducidas, conllevan grandes variaciones en el comportamiento fisioldgico del
canal iénico in vivo (figura 8),

ATG
|
KV3.1 {1
ATG
KV3.2| 1 2 4 5
ATG
1 -~— KV3.30
Kv3.3]| 1 PR w
a—KV3 2
ATG
1 ~—KV3.4D
KV3.4[1] Py N Al
KW3dn
—rv3ac

Figura 8. Estructura gendmica y patrones de procesamiento atternativo de exones en cada uno de
los cuatro genes Kv3. En esta descripcién esquemdtica, los exones estdn indicades por las cajas numeradas y
los intrones por lineas. Las lineas punteadas en Kv3.1, Kv3.3 y Kv3.4 indican secuenclas que son leldas o
cortadas y substituldas para generar diferentes transcrites maduros, En Kv3.4 y Kv3.2, el exén 4 contiene un
aceplor interno, la regién precedente a este aceptor estd marcada con lineas transversales. La figura no esta
a escala. Tomada de Vega-Saenz de Miera et al, 1994,
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Cada uno de los transcritos de esta familia produce corrientes de potasio
- dependientes de! voltaje {algunas con propiedades aparentemente redundantes)
cuando son expresados en sistemas heter6logos de expresion como ovocitos de
Xenopus y células de mamifero en cultivo (Jan y Jan, 1989; Perney et al ,1991,
Rudy et al, 1991°Y®; Jan y Jan, 1992; Pongs, 1992; Salkoff et al, 1992; Jan y Jan,
1997™ ®). Sin embargo, el significado funcional de tal variedad no esta daro. Al
respecto se han propuesto al menos tres posibles explicaciones: 1)
Probablemente cada uno de los diferentes productos posean distintas
localizaciones subcelulares. Se ha demostrado en diversas proteinas, que su
localizacion subcelular final depende de una regién no traducida dsl RNA en el
extremo 3° {Steward y Banker, 1992, Weiser et al, 1994), 2) En algunos sistemas
celulares, las regiones 5° no traducidas le confieren a la proteina un mecanismo
de regulacién durante la traduccion, importante en el caso de algunos productos
génicos redundantes, esto puede estarse reflejando, por ejemplo, en el caso de
algunas proteinas reguladas por sobreexpresion (Melefors y Hentze, 1993). La
cola de poliA y otras secuencias que tampoco son fraducidas, ofrecen la
posibilidad de la regulacién proteica mediante |a modificacion de la estabilidad del
mRNA (Saini et al, 1990) y, 3) Es probable que cada uno de los diferentes
transcritos posea diferencias funcionales sutiles y/o de regulacion, lo que
proporcionaria un control fino de la forma y duracion de los distintos patrones de
disparc observados en las diferentes células.

Cualquiera que sea la funcién de los numerosos transcritos de la familia
Kv3, surgen algunas preguntas interesantes en cuanto al control de su regulacién
posttraduccional y a su impacto fisiologico.

Los mditiples nombres dados tanto para los cuatro genes Kv3 o Shiil
descritos, como para sus diversos subproductos generados por procesamiento
alternativo de exones, se muestran en la tabla 4. Se incluyen ademds, los
nombraes de cada uno de los productos de acuerdo a la nomenclatura estandar
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propuesta por Chandy y colaboradores en 1991, asi como el asignado a cada

gene de acuerdo al Comité de Nomenclatura del Genoma Humano.

Tabla 4.

NOMENCLATURA USADA PARA DENOMINAR A LOS TRANSCRITOS
DE LOS GENES KV3 EN MAMIFEROS.

Nombre usado .

Otros nombres.

Simbolo génico ®.

Kv3.1a NGK2, RKShiliB, KShlifB, KCNC1
Kv3.1p

Kv3.1b Kv4, Kv3.1a, Raw3

Kv3.2a RKSHhIIA, (R)KShIIA. 1, KCNC2
KShilIA.3

Kv3.2b KShlIIA.3

Kv3.2¢

Kv3.2d KShitlA.2, Raw1

Kv3.3a KShiliD. 1 KCNC3

Kv3.3b KShiliD.2

Kv3.4a Raw3d KCNC4

Kv3.4b {HYR)KShHIC

Kv3.4c

" Nomenclatura basada en Chandy et al, 1991

® Simboto asignado al gene por el Comité de Nomenclatura del Genoma Humano.
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Caracteristicas Electrofisiol6gicas y Farmacclégicas.

Como ya se mencioné previamente, los ovocitos de Xenopus inyectados
con los transcritos de la subfamilia Kv3 expresan corrientes de potasio
dependienles de voltaje ausentes en los ovocito‘s no inyeclados (Yokoyama et al,
1989; McCormack et al, 1990; Luneau et al, 1991*% Rudy et al, 1991®Y© Schroter
et al, 1991; Vega-Saenz de Miera, 1992").

Una caracteristica notable de los canales expresadcs por los transcritos
Kv3 es su dependencia del voltaje, la cual es practicamente idéntica para todos los
miembros de esta subfamilia. En general, para activar estas corrientes se
requieren potenciales de membrana mas positivos que —10 mV. Este nivel de
despolarizacién es mas positivo que el requerido por cualquier ctra familia de
canales de polasio dependientes del voltaje (Rudy et al, 1988 > ® 7 % Hille, 1992;
Grissmer et al, 1994, Vega-Saenz de Miera et al, 1994). Como se puede observar
en la figura 9, donde se muestran las corrientes expresadas de cada uno de los
cuatro genes Kv3 en ovocitos de Xenopus, si bien los transcritos Kv3.1 y Kv3.2
expresan corrientes de tipo rectificador retardado con una velocidad de activacién
similar y una inactivacién extremadamente lenta (en el orden de decenas de
minutos), los transcritos Kv3.3 y Kv3.4 por su lado, expresan corrientes de potasio
de tipo inactivante con claras diferencias entre ellos en cuanto a la velocidad de
inactivacién. Las corrientes Kv3.4 son las que se activan y se inactivan més
rapidamente de teda la subfamilia Kv3. Adicionalmente, estas corrientes también
difieren en cuanto a la dependencia del voltaje y a su inactivacién en el estado
estacionario. Como resultado de estas diferencias, las cormrientes Kv3.3 conducen
a través de una ventana mas amplia de potenciales que las corrientes Kv3.4 (Rudy
et al, 1991* * ©). Vega-Saenz de Miera y colaboradores (1992% propusieron que
estas diferencias podrian ser explicadas a parlir de las variaciones en el
acoplamiento entre |a inactivacion y la aperiura del canal, con los canales Kv3. 4
inactivandose a partir de estados cerrados mucho mas rapidamente que los
canales Kv3.3.

Farmacolégicamente, los canales Kv3 son altamente sensibles a
concentraciones submilimolares de 4-Aminopiridina (4-AP) y Tetraetilamonio
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{TEA) y son praclicamente insensibles a la mayoria de |as toxinas peptidicas que
bloquean a otros canales Sh (sin embargo, diurante la escritura de esta lesis,
fuéron reportadas dos nuevas toxinas como especificas para los canales Kv3.4:
BDS-1 y BDS-l (a dosis de entre 100 nM a 5uM), Diochot y colaboradores, 1998.
J. Biol. Chem. 273, 6744).

A -0 B ( -+
-
-0 ; g
B L6 - e
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200 nA 400 ms 2000 ' 800 ms

Figura 9. Corrientes expresadas por una de las variantes generadas por procesamiento alternativo de exones
de cada uno de los cuatro genes Kv3 en ovocitos de Xenopus. A: Kv3.1a; B; Kv3.2a; C: Kv3.3b y Dr Kv3.4a.
Las comientes fueron registradas mediante la técnica de fijacion de voltaje durante pulsos despolarizantes
desde 60 hasta +50 mV en incrementos de 10 mV a partir un potencial de mantenimiento de =100 mVv.
Nétense las caracterfsticas cinéticas de cada transcrite. Kv3.2 y Kv3.1 expresan una corriente de tipo
rectificador sostenido similar entre si, en tanto que Kv3.3 y Kv3.4 muestran una corfiente inactivante con
diferente velocidad de inactivacién. Tomada de Vega-Séenz de Miera et al, 1984,

Las principales caracteristicas electrofisioldégicas y farmacolégicas se
resumen en la tabla 5.
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TABLA 5
PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS Y FARMACOLOGICAS DE LOS CANALES KV3 EXPRESADOS EN

OVOCITOS DE XENOPUS *®,

Activacién Inactivacién Farmacologfa ICs, (mM)
GENE VVamV k At Vi k t g TEA 4AP Quinina DTX
mV (mseg) mv mV | (mseg) | (pS)
Kv3.1  +10 8 24 - 16 0.150 0.6 1 NB
Kv3.2 +10 7 23 --- - - 16 0.150 0.9 ND NB
Kv3.2 +10 6 25 +5.2 6.1 240 14 0.140 1.2 ND ND
Kv3.4 +10 8.5 9 -20 7.2 20 12 0.200 0.6 NB ND

% Datos tomados de Yokoyama et al, 1989; McCormack et al, 1990; Rudy et al, 1991b; Rettig el al, 1862; Vega-Saenz de Miera et al, 1992,
Moreno y Rudy 1998,

® Abreviaciones: Para activacién: V % , potencial de membrana al cual la conductancia es la mitad del valor maximo; k, pendiente de la curva de
G/Gmax nomalizada, milivoltios necesarios para producir un incremento de e veces en la conductancia; at, tiempo necesario para que la
corriente alcance el 90% del valor final para las corrientes no inactivantes, tiempo al pico para las inactivantes, en ambos casos medida a +40
mV. Para la inactivacion: V ¥ potencial de membrana capaz de producir el 50% de la inactivacién despues de un prepulso de 1 segundo para
Kv3.4 y de 2 segundos para Kv3.3; &, pendiente de la inactivacién vs la curva de voltaje en el estade estacionario; 1, constante de tiempo para la
inactivacién medida a +30 mV, g, conductancia unitaria. Para la farmacologia: TEA, Tetraetilamonio; 4AP, 4-Aminopiriding; DTX, Dendrotoxina.
NB, No bloguea; ND, No determinado. Nila caribdotoxina ni el peptido degranulador de las celulas cebadas tuvo algin efecto.




Una caracteristica comun a todos los miembros de la subfamilia Kv3 es ia
presencia de una ligera rectificacién a potenciales mas positivos que +20 mV (no
tan evidente en los canales Kv3.1; (McCormack et al, 1990; Rudy et al, 1991*°¥%
Schroter, 1991; Vega-Saenz de Miera, 1992°). Vega-Saenz de Miera y
colaboradores (19594) sugieren que la caida en la conductancia de los canales Kv3
es producto de un bloqueo de canal abierto dependiente de voltaje que involucra
algin componente citoplasmico, probablemente a iones sodio o magnesio
{Linsdell et al, 1990; Rudy et al, 1991* ®, Vega-Saenz de Miera et al, 1992%. Al
respecto, (Lopatin y Nichols, 1993) demostraron que estos iones producen
blogueos similares en oftros canales de potasio dependientes de voltaje a
potenciales mas positivos que + 20 mV. Rettig y colaboradores (1994) observaron
en canales Kv3.4, carentes del extremo amino-terminal, que dicho bloqueo es
abolido al eliminar el magnesio de |a solucion extracelular.

Finalmente, cabe mencionar que: 1) Los canales Kv3.3 y Kv3.4 anicamente
han podido ser expresados en ovocitos de Xenopus (por lo que sus caracteristicas
electrofisioldgicas en otros sistemas heterdlogos de expresion se desconocen) vy,
2) Ninguno de los diferentes transcritos Kv3 originados por procesamiento
alternativo de exones & partir del mismo gene, producen corrientes notablemente
diferentes entre si cuando son expresados en ovocitos de Xenopus, por lo que se
desconoce su posible significado funcional (Kv3.1 (Yokoyama et al, 1989), Kv3.1b
{Luneau et al, 1991), Kv3.2a (McCormack et al; 1980); Kv3.2b (Luneau et al,
1991); Kv3.2d Vega Saenz de Miera et al, 1994; Kv3.4a (Schroter et al, 1991);
Kv3.4b (Rudy et al, 1991 ®¢).

Distribucion Tisular y Celular.

Aunque se sabe poco de la expresion de los diferentes canales Kv3 durante
el desarrollo, ha sido posible obtener algunos datos interesantes sobre la
expresion de los canales Kv3.1 y Kv3.2 en el cerebro de la rata.

En lo que respecta a Kv3.1, bajos niveles de expresion de mRNA
comenzaron a ser detectables alrededor del dia gestacional 19 (E19),

encontrandose una moderada expresion de este transcrito en el hipocampo y en la
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corteza cerebral en el dia postnatal 3 (P3) aproximadamente. Un gran incremento
en la expresion se registrd entre los dias P7 y P14, de hecho, aproximadamente
en P14 las ratas mostraron un patrén de expresién similar a fa del cerebro adulto
(>P90; Perney et al, 1992). En cuanto al mMRNA para el canal Kv3.2 éste fue
detectable desde e! dia P1, incrementandose varios 6rdenes de magnitud entre 10s
dias P10 y P15 (Vega Saenz de Miera et al, 1994).

La abundancia relativa de cada uno de los mRNA's de la subfamitia Kv3 fué
estudiada en el cerebro de la rata adulta mediante Northen Blots (Drewe et al,
1892; Perney et al, 1992; Rudy et al, 1992; Weiser et al, 1994). Cuantitativamente,
los productos Kv3.1 y Kv3.3 son los mas abundantes, mostrando niveles de
expresién comparables a los transcritos del gen Kv2.1 (altamente representado en
el SNC del mamifero, Stuhmer et al, 1988) y con los de la subunidad o de los
canales de sodio (Noda et al, 1986; Auld et al, 1988). Son 3 véces mas
abundantes que los Kv3.2 y 6 veces mas que los Kv3.4 (que es e menos
representado; Vega-Saenz de Miera et al, 1994; Weiser et al, 1994).
Interesantemente, a pesar de que se emplearon sondas capaces de reconocer
diferencialmente a cada uno de los transcritos de los cuatro genes Kv3 {pero no a
los productos def procesamiento alternativo de exones), se encontré que la sonda
Kv3.1 fue capaz de hibridizar contra dos bandas: de 8 y 4.5 Kb. Previamente
Luneau y colaboradores (1991%) habian demostrade que los canales Kv3.ta y
Kv3.1b hibidizaban con los mismos pesos respectivamente. Resultados similares
fueron obtenidos en los transcritos Kv3.2 {Rudy et al, 1992) y Kv3.3 {Vega-Saenz
de Miera et al, 1992%). Confirmando asi la presencia de distintos transcritos para
cada unc de los genes Kv3 en células nativas (figura 10).

La histoquimica por hibridacién in sifv de los canales Kv3.1, Kv3.2, Kv3.3 y
Kv3.4, asi como la inmunohistoguimica contra las proteinas Kv3.1 y Kv3.2 (poco
despues de terminado este trabajo aparecieron en el mercado nuevos anticuerpos
contra las proteinas Kv3.4 y Kv4.3) llevada a cabo principalmente por el grupo del
Dr. Bernardo Rudy (Drewe et al, 1992; Perney et al, 1992; Retting et al, 1992:
Rudy et al, 1992: Weiser et al, 1994) combinada con la autoradiografia por rayos X
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de baja resolucion, revelaron algunos detalles sobre la distribucién de los
transcritos de la subfamilia Kv3 en el SNC de la rata:

1) Tanto el mMRNA como las proteinas de la subfamilia Kv3 se
encuentran principalmente en las neuronas y no en la glia,

Los estudios microscépicos mostraron que las sefiales especificas se
encontraban en neuronas morfolégicamente indistinguibles de otras carentes de
alguna sefial. Es posible, por lo tanto, distinguir algunas subpoblaciones de
neuronas en ciertas estructuras con base en {a exprasién diferencial de los genes
Kv3.

Se identificarén algunos RNA's mensajeros de la familia génica Kv3 en
otros tejidos, por ejemplo: Kv3.1a en €l rifdn, en el mlsculo esquelético y en los
linfocitos T. E! transcrito Kv3.3 fue localizado en el tejido pulmonar, higado, timo y
en el muscllo cardiaco. Cabe mencionar que el transcrito Kv3.4 es practicarmente
exclusivo del muisculo esquelético, (Ghanshani, 1992; Weiser et al, 1994),

2) Como en el caso de los neurotransmisores, receptores y ofros
marcadares moleculares, cada uno de los transcritos de Kv3 muestra un patrén de
expresion unico, no homogéneo, en todo el SNC.

En algunos casos esta distribucion esta relacionada con el origen
embrionario ylo la fisiologia particular del grupo celular especifico (Jones 1985;
Steriade et al, 1990; Perney et al, 1992; Weiser et al, 1994, 1995). Los patrones de
expresidn de los cuatro genes Kv3 se ilustran en a figura 11 y se resumen en la
tabla 6.

3) En algunas poblaciones celulares se observd un nive! significativo de
sobrelapamiento en la distribucidn de algunos miembros de la subfamilia Kv3.
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4) Aparentemente, los transcritos Kv3.2 no se traslapan con los
productos de otros genes: muchas de las neuronas que expresan Kv3.2 lo hacen
de forma predominante si no exclusiva. Llama particularmente la atencién las
marcadas diferencias en [a expresion de los mRNA de Kv3 entre el talamo ventral
y el dorsal: los mRNA's de Kv3.2 se expresan mas abundantemente en las
neuronas de relevo talamicas del tdlamo dorsal, pero se expresan débilmente en
el nucleo reticular talamico, una estructura del tdlamo ventral.

Los resuitados en detalle de la distribucidn de las proteinas Kv3.1 y Kv3.2
se encuentran en la tabla 7.

Figura 10, Andlisis por Northen Blots
del mRNA poli-A del cerebro de la
rata. Cada linea se hibridizé contra
sondas especificas para Kv1.2, Kv3.1,
Kv3.2, Kv3.3 y Kv3.4
respectivamente. Los resultados se
compararon contra la sexta linea que
representa |as subunidades « de los
canales de sodio dependientes de
voltaje, Kb = kilobases. Tomado de
Vega-Saenz de Miera et al, 1994,
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Figura 11, Se muestran diagramas que esquematizan la distribucién de los RNA mensajeros para la
subfamilia de canales Kv3 mediante hibridacién in s#v en cortes parasagitales en el cerebro de la rata. En I3
parte inferior de cada dibujo se indica el producto particular. El nivel relativo de expresion esta mostrado en
diferentes grados decrecientes de tonos grises con relacién a la expresidn de la subunidad o del canal de
sodio (nivel maximo) en el sistema nervioso del roedor. Tomado de Vega Saénz de Miéra et al, 1996,
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TABLA 6.

DISTRIBUCION DE LOS CUATRO TRANSCRITOS DE LOS GENES

KV3 EN EL SNC DE LA RATA.

Kv3.2 Kvd.1 | Kv33 Kv3.4

Buibo Qlfatorio.

Células periglomerulares - + - +
Céluias mitrales. - ++ - ++

Neocorteza.

Interneuronas. V- Vi H-IV=V-VI | -2V LIV
Células piramidales. -— .- - -
Corteza piriforme. + + + +

Hipocampo.

Células piramidales CA1 + + - +
Srt. Oriens. +4+ ++ — +
Srt. Radiatum, — ++ —— +

Células piramidales CA3 ++ S — +

Giro dentado. —- +++ ++ ++

Nucleo basal.

Caudado-Putamen, Escaso - —
Globo Palido. ++ + + +
Nicleo subtalamico. ++ 4+ + 4+

Septum,

Banda diagonal de ,

Broca. ++ + +
Septum maedial. +4 + + +
Septum lateral. -— - — +

Epitalamo.

Habénula media. --- — - -

Habénula lateral. .- + + +

Nucleo paraventricular. — - — .

Pretectum. ~-- ++ + +
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" Talamo dorsal.
+ Talamo ventral,
| Nugcleo reticular.
Nucleo lateral ventral
geniculado.
i Tallo cerebral
Substancia negra
{ reticulata
; Substancia negra
' compacta,
| Cerebelo.
Medula espinal.

+++

44+

+444

e+

++

++

+++

I+

++

+4

++

+++

+++

Para las intemeuronas de la corteza cerebral y el hipocampo, los simbolos indican el
numero de celulas marcadas; de otra manera, ios ismbotos indican la intensidad de 1a seiial de la
manera como sigue: —- la sefial es indistinguible dei fondo; %, inidca que la sefal es débil, pero
claramente por arriba del fondo; +, débil: ++, moderada; +++, alta; ++++ muy abundanie.

36



TABLA 7.
NEURONAS QUE EXPRESAN LAS PROTEINAS KV3.1 Y KV3.2 A
NIVEL SOMATICO EN EL CEREBRQ DE LA RATA.

RNA Protei.na
Somatico somdtica.

Bulbo Olfatorio,

Celulas periglomerulares + +

Celulas mitrales. + —
Neocorteza. En algunas +
Hipocampo. células

Celulas piramidales CA1 ?

Celulas piramidales CA3 * ?

Giro dentado. * +4+
Nucleo basal, + +++

Caudado-Putamen. - +

Globo Palido. * ++

Ndcleo subtélamico. * ++
Septum. A

Banda diagonal de Broca.

Septum medial. ?

Septum lateral. * ?
Epitalamo. * +
Talamo dorsat. M +
Téalamo ventral, * +

Nicleo reticular. + ++

Nucleo lateral ventral geniculado. MR +
Tallo cerebral. ot +

Substancia negra reticulata * +H++

Substancia negra compacta. *
Cerebelo. +
Medula espinal. - 4




Un papel funcional para los canales Kv3.

Las propiedades particulares que poseen estos canales de potasio
dependientes del voltaje, i.e. {a localizacion celular y tisular altamente restringida,
asi como sus caracteristicas electrofisiologicas, la hacen muy interesante para
tratar de comprender su papel en la fisiclogia de las células que expresan sus
distintos transcritos, ya que permiten suponer que posee un papel especifico en
los procesos de sefializacion y excitabilidad neurcnal.

Una estrategia que ha demastrado ser Utit para la identificacion de las
corrientes nativas producto de canales idnicos que han sido clonados, consiste en
la busgqueda e identificacion de conductancias similares en las células de interés, a
las descritas en sistemas de expresion heterdloga. De esta forma, ha sido posible
en algunos casos proponer candidatos y posibles funciones para las corrientes
nativas identificadas previamente mediante técnicas electrofisiolégicas y
bioquimicas. Por ejemplo: 1) Pardo y colaboradores (1992) encontraron una
corriente de tipo A en las células hipocampales en cultivo primario similar en su
dependencia del voltaje, farmacoclogia y cinética, incluyendo el restablecimiento
lento de la inactivacidn y la sensibilidad a concentraciones bajas de potasio a la
corriente Kv1.4 registrada en sistemas heterdlogos, 2} El canal de potasio tipo N
que se encuentra en los linfocitos T recuerda en sus propiedades macro y
microscopicas, a las corrientes obtenidas por la expresion de los transcritos Kv1.3
en ovocitos de Xenopus (Chandy et al, 1990% Grissmer et al, 1990 * %)
Interesantemente, en este caso, los canales Kv1.3 expresados en sistemas
heterdlogos son los Unicos canales de potasio clonados que pueden ser
bloqueados por la margatoxina, un péptido derivado del veneno del escorpion
Cenfruroides margaritus, que también bloguea la corriente tipo N de los linfocitos
{Leonard et al, 1992), 3) Grissmer y colaboradores (1992), propusieron que la
corriente de potasio tipo L identificada en linfocitos, es un homomultimero de la
proteina Kv3.1. Grissmer encontré que las corrientes macroscopicas de los
canales Kv3.1 expresados en ovocitos son indistinguibles de las corrientes
macroscopicas Kv3.1 expresadas en linfocitos.
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La aplicacion de técnicas de biologia molecular ha permitido realizar
experimentos tanto in vitro como in vivo donde ha sido posible poner a prueba las
hipétesis sobre la participacion de las numerosas isoformas de los canales idnicos
en distintos procesos fisiolégicos. i.e. Diversos grupos habian propuesto, basados
en sus propiedades biofisicas, que el canal de potasio sensible a oxigeno nativo
en la ¢élulas tipo | del cuerpo carotideo, probablemente estuviera constituido por
subunidades codificadas en la subfamilia génica Kv3 (Vega-Saenz de Miera y
Rudy, 1992; Lopez-Barneo et al, 1988; Lopez-Lopez et al, 1989; Urena et al,
1989). Mediante PCR se demostré que los RNA's mensajeros de Kv3.3 estan
presentes en los cuerpos carotideos del conejo (Vega-Saenz de Miera et al, 1994).
En ofro gjemplo, los experimentos en los que se emplearon secuencias antisentido
demostraron que las subunidades Kv4.2 constituyen un componente importante de
la corriente de bajo umbra!l tipo A expresada en ovocitos de Xenopus inyectados
con &l mRNA total del cerebro de la rata, sugiriende ademas la existencia de
proteinas adicionales que pueden ser responsables de las diferencias encontradas
entre [0s canales Kv4.2 nativos y aquelios expresados en ovocitos de Xenopus
{Serodio et al, 1994).

Sin embargo, el aislamiento de los componentes individuales en las
corrientes macroscopicas in vivo sigue siendo necesario ya que, 1) Es probable
que las corrientes nativas de interés no constituyan el principal componente en
una célula particular, 2) Las corrientes de interés podrian estar enmascaradas por
otras corrientes que se sobrelapen en sus propiedades farmacolégicas y
electrofisiologicas. Por ejemplo, ninguna de las corrientes descritas en las células
de Purkinje en cultivo es similar a las corrientes expresadas por los transcritos
Kv3.3 (abundantes en estas células), expresados en ovocitos de Xenopus aunque
pueden estar aportando algin componente a las corrientes inaclivantes
observadas en los cultivos organotipicos {Gahwiler y Llanc, 19889).

Existen al menos tres explicaciones para la aparente carencia de cormrientes
similares a las corrientes Kv3 descritas en ovocitos, en neuronas nativas (Vega-
Saenz de Miera et al, 1994). 1) Los estudios de fijacién de voltaje en neuronas
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emplean tejido disociado embridnico o neonatal el cual es posible que aun no
exprese subunidades Kv3, 2) Los canales natives que contienen proteinas Kv3
pueden poseer, al menos en algunas células, propiedades electrofisioldgicas
diferentes a las observadas en sistemas heterétogos- debido a la presencia de
diversos  factores, tales como subunidades beta, modificaciones
postraduccionales, diferente composicidn lipidica de ta membrana etc. y, 3) Los
canales Kv3 pueden estar localizados preferencialmente en los procesos
neurcnales o en las terminales siendo asi inaccesibles a los métodos
electrofisiolégicos convencionales.

Considerando los antecedentes presentados en este trabajo es posible
comenzar la caracterizacion de esta familia de canales idnicos en grupos celulares
especificos donde la abundancia y disponibilidad de las cormrespondientes
proteinas contribuya a dilucidar su papel funcional en el SNC del mamifero.

Para este fin, en el presente trabajo se emplearan neuronas del GP dei
mamifero debido a la relativa facilidad para la identificacién de los canales Kv en
preparaciones frescas dadas sus caracteristicas electro y farmacoldgicas y a que
en estas células se ha demostrado a nivel somatico, la existencia tanto del mRNA
como de las proteinas de la subfamilia Kv3,

A continuacion se revisan algunos aspectos sobre la anatomia y fisiologia
del globo pélido que se consideran relevantes para el presente trabajo.
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El Gloho Palido.

De manera general, en los mamiferos los ganglios basales (GB) estan
constituidos por el nicleo estriado, el globo palido, el nicleo entopeduncular, el
nicleo subtalamico y la substancia negra (Albin -et al, 1988; Alheid et al, 1990,
Brazk y Braak, 1993; Hauber, 1998}. Los GB forman parte del Complejo Estriatal y
del Sistema Extrapiramidal Motor. El primero incluye ademas del nicleo estriado y
del globo palido, al niclee acumbens, a la mayor parte del tubérculo olfatorioy a la
parte rostral de ia substancia innominata (considerada como una extensién ventral
del GP). El segundo, esta formado por las regiones ventrales del nucleo estriado y
del globo pdlido asi como por el allocortex, el nucleo acumbens, el nicleo
mediodorsal talamico y las regiones prefrontal, prelimbica, cingulada y premotora
6 de la corteza cerebral. Ambaos circuitos ejercen una influencia considerable sobre
las dreas corticales y nucleos subcorticales involucrados en el control de la
postura, en ia iniciacion, ejecucion y secuenciacion de movimientos esterectipados
{Schwab et al, 1954; Denny-Brown y Yanagisawa, 1976, Flowers, 1976; Hallet y
Khashbin, 1880; Evarts y Calne,1981), en la ejecucién automatica de movimientos
rutinarios {Marsden y Obeso, 1994), en [a inhibicion de programas motores
competitivos (Mink, 1996) y en el aprendizaje motor (Kimura, 1995); Nieuwenhuys
et al, 1998) asi como en un amplio rango de funciones y procesos cognitivos en
los que la motivacién o el estado emocional juega un importante papel regulador
{Lidsky et al, 1985; Nieuwenhuys et al, 1998}

La patogénesis de los GB produce caracteristicamente movimientos
involuntarios (discinecias) lentos, pobres en ejecucion y anormales como la Atosis
{movimientos exageradamente lentos acompafiados de sacudidas en los dedos de
pies y manos), la Corea de Huntington, los balismos, los tremores y el mal de
Parkinson. También estan caracterizados por estar involucrados en desérdenes
del fono muscular y la postura.-

Se desconoce en detalle el papel regulador de los GB sobre las conductas
mencionadas debido principalmente a nuestro desconocimiento sobre como se
procesa la informacidn en ellos y a que involucran a los mayores y mas complejos

41




sistemas neuroquimicos del Sistéma Nervioso Central (McGeer y McGeer, 1993;
figura 12),

Glutamato
GABA/
Globo pilido Encefalina Bmado
o g acehlr.ulma Dopamma
GABA/SP
GABA Glutamiato
ncgra compacla
Nicleo [T Globo Palido N
| Sy |0 | Gty paa bstancia Negro
Glutamito

(ia” ]

Figura 12. Se muestran las dos principales vias a traves del GP de los mamiferos y las posibles interacciones
entre los diferentas neurotransmisores entre los ganglios basales, En lineas negras se indican las vias
inhibitorias, mientras que en lineas claras est4n las excitatorias. Tomado de Kandel, 1986.

Con el fin de tener una vision simplificada de su funcionamiento, les GB han
side subdivididos en cuatro subsistemas o asas de retroalimentacion:

1) Et Circuito motor: Bésicamente esta constituido por una via que
interconecta a las areas corlicales motoras (cortezas premotora, motora,
somatosensorial, area suplementaria motora, y Iébulo parietal motor) con el
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putamen, el globo palido y la substancia negra, formando un asa de

retroalimentacion con las areas suplementarias motoras y premotoras.

2) Ei Circuito oculomotor: Este circuito esta involucrado en el control de
los movimientos sacadicos oculares. Anatdmicamente, los campos visuales
primarios junto con otras areas corticales relacionadas, proyectan hacia el nucleo
caudado, quien a su vez proyecta hacia el coliculo superior y de regrese a los
campos visuales via el talamo.

3) El Circuito prefrontal dorsolateral: Este circuito estd involucrade en
diversos aspectos de la memoria relacionados con la orientacién espacial.
Anatomicamente, la corteza prefrontal dorsolateral y algunas otras dreas de
asociacion cortical proyectan hacia la cabeza dorsolateral del caudade quien envia
eferentes de regreso a la corteza prefrontal dorsolateral via el tilamo.

4) El Circuito lateral orbitofrontal que enlaza a la corteza lateral
orbitofrontal con el caudado ventromedial. Se cree que esta involucrado en el
control y regulacién de los diferentes patrones conductuales motores.

Ef globo palido puede asi controlar directamente la salida de informacién de
los ganglios basales hacia otros nucleos y areas corticales, por lo que es posible
gue no solamente sea una estructura de relevo en la transmision de informacion
entre las estructuras de entrada y salida de los GB, sino un regulador del control
motor (Kita y Kitai, 1984; Parent y Hazrati, 1995; Parent, 1995; Chasselet y Delfs,
1996; Shammah-Lagnado et al, 1996; figura 13).
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Figura 13. El circuito motor de los ganglios de la base o Ganglios Basales constituye un asa de
relroalimentacién desds las areas motoras y somatosensoriales de la corteza cerebral hacia regiones muy
restringidas de los mismos ganglios basales, del tilamo, de regreso a la corteza premotora, areas
suplementarias motoras y corteza motora. Aqui se esquemnatizan las principales vias existentes en este
circuito. Tomado de Braak y Braak, 1993. -

A continuacién se revisardn brevements algunos aspectos de |la

organizacién anatémica y neurofisiolégica del globo palido.
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Anatomia.

El globo pélido o palido diencefélico (GP, (Braak y Braak, 1993) es un
nlicleo con abundantes fibras mielinicas {lo que le da un aspecto translicido
opalescente en las preparaciones frescas) ubicade en la regién medial del estriado
de quien se encuenira separado por la ldmina medular externa (LME).
Anteromedialmente, estd en contacto con el nicleo de la cama de la estria
terminal y fa capsula interna, misma que lo separa del nicleo reticular taldmico.
Ventralmente, descansa sobre el nicleo de la banda diagonal y sobre el nicleo

tuberomamitar, mientras que en su parte ventrolateral se une al hipotalamo lateral
y se esirecha cerca de la comisura anterior (Paxinos, 1982, figura 14),

&
&
-
-
-
-

Figura 14, Corte parasagital del cerebro de la rata indicando al globo palido. Los ejes representan la posicion
aproximada de caca estructura en coordenadas esterectixicas. Referencia a 3.4 mm de Bregma. GP, globo
pélide, CPu, Caudado-Putamen; ie, Capsula interna; Rt Nicles reticular talamico; atp, Comisura anterior
regidn posterior, FStr, fundus striati; B, Nicleo basal de Meynert, st, stria terminalis; ce, NUcleo central
amigdaliode. Tomado de Paxinos, 19872,
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Filogenéticamente, el GP esta organizado de diferentes formas; en primates
y humanos, |a ldmina medular interna (LM} divide dorsoventraimente a! GP en dos
regiones: lateral y medial (0 segmentos externo y interno). Esta dGltima a su vez,
estd subdividida por la ldmina medular accesoria {LMA) en medial interno y medial
externc (Paxinos y Watson, 1982) En los roedores y en ofros mamiferos no
primates, existen pocas evidencias sobre la presencia de la LM|, por lo que
aparentemente, el GP estd constituido por una sola masa compacta de células
que al ser considerada homdloga al globo pélide lateral del primate es llamada
simplemente globo pélido (Paxinos y Watson, 1982) El segmento medial del GP
del primate, por su lado, es homdlogo al nicleo entopeduncular del roedor {lwahori
y Mizuno, 1881; Heimer et al, 1982; Heimer et al, 1935).

Diversos estudios {para revision ver Braak y Braak 1993 y Hauber, 1998)
propanen que el nicleo entopeduncular es una subdivision del globo pélido en
roedores, sin embargo, en estos organismos, el primero estd embebido entre la
fibras corticofugales de la cdpsula interna, formando asi un nucleo intracapsutar
que a pesar de ser histolégicamente idéntico al GP {Nieuwenhuys et al, 1958)
puede ser considerado una estructura diferente. Aunque las aferentes son
similares (y posiblemente estén duplicadas entre los dos nucleos), ambos
proyectan hacia distintos sitios (Alexander y Crutcher, 1990), los patrones
espontaneos de disparo y fos efectos conductuales producidos por lesiones son
diferentes (Marchand et al, 1986°° Braak y Braak, 1993) y presentan distintos
origenes embrioldgicos: €l nucleo entopeduncular se origina a partir del diencéfalo
como un derivado de! hipotdlamo (Marchand et al, 1986™") en dos gradientes
intranucleares: caudal y rostral entre los dias embrionarios {E) 10 y 15 (E10-E14
caudal, E10-E15 rostral), mientras que el GP (de origen telencefalico) se genera
entre los dias E11 y E16, igualmente en dos gradientes neurogénicos: E11-E16
caudal y E12-E16 rostral (Marchand et al, 1986>"; figura 15).

Por estas razones en el presente trabajo no se incluye al nicleo
entopeduncular como parte del globe palido.

46




c

250 _

e -
E10 €11 £12 E13 Et4 EI5 EV8

Figura 15. Periédos de neurogénesis
y formacién de los nucleos entopeduncular (&),
subtalamico (B) y globo pélido {C) en el
cerebro de la rata. Las células fuéron
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prenatales. Tomado de Marchand et al, 1988.
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En GP de los roedores se han descrito diferentes tipos y tamarios celulares
(Parent, 1979; lwahori y Mizuno, 1981; Park et al, 1982; Difiglia et al 1982:
Jaraman, 1983; Falls, 1983; Francois et al, 1984; Millhouse, 1986). Si bien estas
diferencias pueden deberse a discrepancias entre las especies (rata y ratén) o
bien a la edad gestacional o las técnicas empleadas, en general se describen tres
grupos celulares:

1) Células triangulares y bipolares de tamafio mediano a grande (de 20 a
40 pm de largo en su eje mayor) y células multipolares (20-50 um de
diametro) caracteristicas de la regién medial y lateral del GP
respectivamente (Fox et al, 1966, 1974; Millhouse, 1986). En el ratén el
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2)

3)

tipo muttipolar es caracteristico de la region medial {lwahori vy
Mizuno,1881, figura 16).

Células multipolares gigantes (35-50 pum). Este grupo esta conformado
por una escasa poblacidn de células situadas de manera preferencial en
la regién peripalidal. Sus axcnes atraviesan el borde palido-estriatal
penetrando profundamente en el nucleo estriado (Francois el al, 1984).
Por lo que se les considera neuronas de proyeccién {DeVito et al, 1980,
1982, Difiglia et al,1982, 1994; figura 17).

Células pequefias (12-16 um). A este grupo pertenecen todas las que
han sido cdlasificadas como intemeuronas y estdn localizadas
principalmente en la regién medial de! GP (Difiglia et al, 1982; Millhouse
1986; figura 18).

Figura 18. Dibujo en camara lacida de una tincién metélica del GP obtenida mediante 1a técnica répida de
Golgl. Se pueden observar algunas células bipolares y triangulares localizadas cerca del borde con el
caudado-putamen (C-P), indicado por una linea punteada. El inserto muestra la localizacién aproximada de
las células marcadas con un punto en una rebanada del cerebro de la rata. La barra de calibracian equivale a
20 micremetros. Tomado de Mithouse, 1986,
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Figura 17. Dibujos en camara licida del GP teflido mediante impregnacién metilica de acuerdo al método
rdpido de Golgi. Las células que se muestran comesponden a neuronas multipolares gigantes localizadas
hacia [a regién lateral del GP. En el inserto sa muestra su localizacién aproximada. C-P, Caudo-Putamen; GP,
Globo pélido; IC, Cépsula interna. La escala es igual a 50 micrémetres. Tomado de Millhouse, 1986,

Figura 18. Dibujos en cémara lucida def GP tefiido mediante impregnacién metélica de acuerdo al método
rapido de Golgi. Se observan las células pequefias localizadas principalmente en la regién medial del GP de la
rata. Comparese su tamafio con las neuronas triangulares y bipolares también esquematizadas. En el inserto
se muestra su localizacién aproximada: C-P, Caudo-Putamen; GP, Globo pélido; IC, Capsula interna; EL,
borde Caudo-Pytamen. L.a escala es igua! a 20 micrometros. Tomade de Millhouse, 1986.
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Electrofisiolégia.

Historicamente, la mayoria de los estudios electrofisiolégicos de los GB han
sido realizados en primates. En estos han sido descritos mediante registros
extracelulares dos clases de actividad en el GP externo (Delong, 1971, 1974): El

_primero de ellos, que representa el 85% de los casos registrados, ha sido
denominado grupo de alta frecuencia con pausas (AFP) debido a la presencia de
periédos recurrentes de disparo de alta frecuencia (intervalo medio de disparo en
el reposo: 10-100/sec, media grupal: 55/sec) separados por periodos de silencio
de mas de 500 mseg. de duracién con una ocurrencia de 9.0/min en un rango de
1-40/min. El segundo grupo (15% del total) denominado células de baja frecuencia
de disparo en rafagas o BFD-R, presenta bajas frecuencias de descarga en
raéfagas intermitentes de alta frecuencia (de 5 a 20 espigas por minuto), con una
tasa media de disparo de 1-30/sec (media grupal de 10/sec) e intervalos
interespiga de 2 a 3 sec. (figura 19).

A

Figura 19, A. Actividad unitaria basal de una célula AFP en el GP externo del primate. B. Actividad unitaria de
una célula BFD-R durante el reposo. Compérense sus caracteristicas. Tomado de De Long, 1971,

En la rata, los estudios exira e intracelulares del GP, reportan la existencia
de al menos tres tipos de células con base en sus patrones de disparo {Adams y
Galvan, 1986; Nakanishi et al, 1990; Kita y Kitai, 1991; 1994, Lavin y Grace, 1996)
mismos que son muy similares a los que Nambu y Llinas (1994, 1997)
describieron en las rebanadas de! GP exiraidas del cerebro de cuyo:
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1)

2)

3}

Neuronas tipo I: Poseen un soma con tamafio promedio de 40 X 23 pm.
Son principalmente silentes, con un potencial de membrana (65 + 10
mV) pero pueden generar rafagas con notoria acomodacion. En ellas
han sido identificadas una conductancia de calcio de bajo umbral y una
corriente transitoria de potasio tipp A. Presentan potenciales
postsinapticos inhibitorios. Representan al 589% del total de células

registradas.

Neuronas tipo II: Estas células son mas pequefas: poseen un soma de
29 X 17 um. Disparan espontdneamente en el potencial de reposo (-59
9 mV) presentando también disparos repetitivos (<200Hz) con débil
acomodacién. En estas células ha sido identificada una corriente de
calcio de bajo umbral. Presentan potenciales postsindpticos inhibitorios.
Reprasentan al 37% del total registrado.

Neuronas tipo [Il: Este grupo no presenta disparos espontaneos en el
potencial de reposo (-73 £ § mV), sin embargo, una vez despolarizadas,
presentan potenciales de accién de larga duracion (2.3 + 0.6 ms) sin
acomodacion. El soma mide en promedio 18 X 12 um io que indica que

probablemente sean internauronas (figura 20).

Stefani y colaboradores (Stefani et al, 1992, 1995) estudiaron mediante

registros de fijacion de corriente en [a modalidad de célula completa, a las células
bipolares grandes del globo palido de la rata obtenidas por disociacién enziméatica.
Bajo fijacion de voltaje demostraron la presencia de una familia de corrientes
salientes de potasio activadas por voltaje constituidas predominantemente por al
menos dos conductancias: una sostenida y otra inactivante. Ambas corrientes
mostraron umbrales de activacion cercanos a los —40 mV a partir de un potencial
de mantenimiento de -70 mV. Tanto la aplicacién de TEA (5-15 mM) como el
empleo de un protocolo de pulsos despolarizantes a partir de un potencial de
mantenimiento de -70 mV seguido de un prepulso a —45 mV redujeron
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aproximadamente el 95% del componente sostenido aislando el inactivante {figura
21). Debido a las caracteristicas de cada una de ellas es probable que la corriente
inactivante sea del tipo Kv4 en tanto que la corriente sostenida probablemente sea
una corriente de potasio dependiente de voltaje de tipo D sensible a dendrotoxina,
inicialmente descrita por Storm (Storm, 1987).
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Figura 20. A: Neurona de! globe palido tipo |. D: Neurona del giobo péalido tipo H. G: Neurona del globo palido
tipo lll. En todos los casos se trata de reconstrucciénes a partir de cortes parasagitales del cerebro de la rata.
Los insertes muestran con un punto negro [a localizacién aproximada de cada tipe célular en el GP. La linea
punteada representa la division entre el GP y el caudado. B, E y M: muestran la respuesta de la membrana en
las células tipo 1, 1t ¥ Il respectivamente, al pulso despolarizante indicado en la parte inferior de cada trazo de
corriente (RT. potencial de reposo). C y F: Oscilacién del potencial de membrana que acompafia a las espigas
mostradas en B y E respectivamente, producida por et pulso de corriente mostrado en la parte inferior de este
diagrama. Tomado de Namb y Llinas, 1996.
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Figura 21. Activacién de las corrientes salientes en células del GP de la rata, A: Esquema de |a localizacion
del GP. B: Dos ejemplos tipicos de cédlulas bipolares largas recién disociadas del GP. C: Corrientes
registradas en las células completas mostradas evocadas por pulsos despolarizantes a partir de 60 mV y
hasta +15 en pasos de 15 mV desde un potencial de mantenimiento de =70 mV. £ y F: Una céluta diferente
en presencia de 10 mM de TEA, antes y desples respectivamente. G: Corrientes sensibles al TEA obtenidas
mediante substraceibn digital de E menos F. En ¢l inserto se muestra el protocolo de pulsos despolarizantes
empleado. D: Colas de comiente de la comiante saliente de tipo rectificante resistente al TEA mostrada en los
trazos anteriores. Las colas deactivan en una exponencial simpla con un potencial reverso de =72 mV. H: Se
muestran la colas de corriente de los trazos sensible a 10 mM de TEA y control respectivamente. Puede
observarse que la comiente sensible a TEA se inactiva de manera monoexponencial. Tomado de Stefani et al,
1994,
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OBJETIVOS

Mucho del trabajo de identificacion molecutar de los diferentes miembros de
la superfamilia de canales de potasio dependientes de voltaje, se ha llevado a
cabo sin el previo aislamiento de las proteinas correspondientes y su expresion y
caracterizacion en sistemas aislados. Por esta razéon, a menudo se desconoce
cual es la relacién entre los componentes moleculares- identificados por clonacion
y los canales ionicos nativos.

Este proyecto tiene el propdsito de estudiar electrofisicldgicamente y
mediante técnicas de biologia molecular, el posible papel funcional de las
corrientes de potasio activadas por voltaje cuyos canales estén constituidos por
subunidades codificadas en genes de la subfamilia Kv3.

Gracias al conocimiento que tenemos sobre las caracteristicas biofisicas y
farmacolégicas, asi como sobre la distribucion tisular y celular de los diferentes
miembros de esta subfamilia, es posible comenzar su caracterizacidon en grupos
celulares especificos donde la abundancia y disponibilidad de las
carrespondientes proteinas contribuya a dilucidar su papel funcional en el SNC def
mamifero.

Si bien el nucleo taldmico expresa en grandes cantidades alguncs de los
transcritos Kv3, ias proteinas se encuentran en la terminales corticales donde son
dificiles de acceder electrofisiologicamente. Por esta razon, en el presente trabajo
se decidid utilizar neurcnas del GP del mamifero ya que en ellas se ha
demostrado a nivel somético, la existencia de las proteinas, producto de esta
familia génica Kv3. En principio los canales de potasio nativos deberian ser
accesibles para su estudio mediante la técnica de fijacién de voltaje en célula
completa.

Los datos obtenidos en este estudio permitiran formular hipdtesis sobre la
participacion de estos canales en la regulacion de la frecuencia de disparo y en ia
forma de! potencial de accidn en aquellas células donde se comprusbe la
presencia de estas proteinas.
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OBJETIVOS PARTICULARES

. Obtener a partir del cerebro de ratas jovenes, neuronas disociadas
viables del GP (en donde se ha demostrado la abundancia de las
proteinas Kv3 a nivel somdtico) susceptibles de ser registradas
electrofisiolégicamente,

. Caracterizar e identificar en dichas células, mediante criterios
electrofisiolégicos y farmacolégicos, aquellas corrientes nativas de
potasio activadas por vollaje cuyos canales puedan contener
subunidades codificadas por la subfamilia de genes Kv3.

. Caracterizar las propiedades biofisicas y farmacolbgicas de las
corrientes nativas identificadas como pertenecientes a la subfamilia Kv3,
comparandolas con aquellas expresadas en células CHO transfectadas
con transcritos de esta familia de proteinas.

. Estudiar y en su caso, confirmar mediante técnicas de biologia
molecular, la existencia en ias neuronas estudiadas de las subunidades
que conforman los canales Kv3 que fueron electrofisiolégicamente
demostrados en astas células.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo y Mantenimiento de las Células de Ovario de
Hamster Chino.

Las células CHO silvestres (CHO- K1, Chinese Hamster Ovary, American
Type Culture Collection #ATCC CCL 61 de Crisefulus griseus doriativo de!l Dr.
Bernardo Rudy, NYUMC) constituyen uno de los sistemas celulares de mamiferos
para expresion heterdloga mas frecuentemente usados. Requieren relativamente
pocos cuidados y sobreviven bastante bien a los diversos métodos de
transfeccion.

Las celulas CHO empleadas en este trabajo como vectores de expresion
para los cDNA's de Kv3.1 y Kv3.2 fueron cullivadas y mantenidas en o-MEM
{GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino
(SFB, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD), 10,000 u/ml de penicilina y 10 mg/ml de
estreptomicina (¢-MEM Completo; GIBCO BRL, Gaithersburg, MD}, a pH 7.3 bajo
una atmosfera de 95% 0.y 5% de COza 37 °C en cajas de Petri plasticas de 100
mm de didmetro para cultivo de tejidos (Costar, Cambridge, MA).

Una vez en confluencia, el medio completo era removido y substituido por 1
ml de tripsina al 0.05% en PBS sin calcio (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD), en
donde la monocapa celular era incubada durandte un 1 minuto a 37°C.
Posteriormente, fa solucién enzimética era desechada y las células resuspendidas
mediante pipeteo suave en aproximadamente 2 m{ de a-MEM completo. Una vez
en suspencion eran diluidas 1/10 con a-MEM completo. En cada ocasién, 0.5 ml
de la suspension celular se sembrd en placas nuevas de 100 mm de didmetro con
10 ml de o-MEM compieto.

El medio era cambiado cada dos dias y las células resembradas cada vez
que alcanzaban confluencia.
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Expresién Funcional de Canales Kv3.1b y Kv3.2a en las
Células CHO.

El estudio de las corrientes generadas por los transcritos Kv3.1b se realizé
en células CHO silvestres (CHO-) transfectadas transitoriamente con el cDNA de
dicha proteina.

Cuando las células CHO- alcanzaban confluencia eran tripsinizadas en la
forma ya descrita y resuspendidas en 2 m! de ¢-MEM completo. Medio mililitro de
la suspensién era resembrado segun se explicd ya, para mantener la linea celular
y el restante era diluido y sembrado a baja confluencia (~ 40%) en cajas de Petri
plasticas de 30 mm de didgmetro para cultivo de tejidos {Costar, Cambridge, MA)
con varios cubreobjetos de vidric estériles (5 mm de didmetro; Corning,
Swedesboro, NJ) en su interior. Un par de horas después, las células ya adheridas
a fos cubreobjetos, eran lavadas dentro de la misma caja de Petri un par de veces
durante 5 minutos con o-MEM sin suero y transfectadas mediante la técnica de
liposomas (Lipofectamine, Life Technologies, Gaithersburg, MD) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Debido a que el praceso de transfeccién ofrece una eficiencia variable, con
el fin de identificar aguellas células que estuvieran expresando la proteina Kv3.1b,
fue necesario cotransféctar en ellas un plasmido (pCDNA 3.0, Invitrogen, Co.
Carisbad, CA) con el cDNA de la Proteina Fluorescente Verde (GFP, Life
Technologies, Gaithersburg, MD) para que funcionara a manera de proteina
reporlera, La GFP fue detectada por la emisién de flugrescencia a 520 nm bajo
excitacion a 480 nm con epifluorescencia.

Tipicamente los registros electrofisiolégicos se llevaron a cabo dos dias
después de cada transfeccion.

El estudio de las corrientes generadas por 1os canales codificados por los
transcritos Kv3.2a se realizd en células CHO- trasfectadas establemente de
acuerdo a la metodologia descrita eén 1995 por Moreno y colaboradores. Estas
células fueron propercionadas por el Dr. Bernardo Rudy del Centre Médico de la
Universidad de Nueva York Las células mantenidas en cullivo bajo las

condiciones descritas anteriormente fueron tripsinizadas, resuspendidas y
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sembradas en cubreobjetos de vidrio de 5 mm de didmetro contenidos en cajas
Petri de plastico a una densidad de 50-60% 48 horas antes de cada registro.

En ambos casos, al momento de! registro, uno de los cubreobjetos con las
células era transferido a una cdmara de registro (RC-13, Warner Inst. Hamden,
CT) montada en la platina de un mi¢roscopio Nikon invertido (Nikon Diaphot, Nikon
Corp. Japan). Las células eran perfundidas continuamente con Solucion
Extracelular para Mamifero (SEM, en mM: NaCl 130, KCI 3, MgClz 2, NaHCOs 1,
NaH.PQ4 0.5, HEPES 5, CaCl, 2, Glucosa 5, pH 7.4 con NaOH. Sigma Chemical,
St Louis, MO) a temperatura ambiente.

Disociacion de Neuronas del Globo Palido (GP).

Para obtener células vivas se utilizaron ratas jévenes Sprague-Dawley de
10-16 dias de edad cuyo cerebro fue exiraido rapidamente y sumergido en SEM
fria burbujeada con Carbdgeno (85% CO», 5% 02, Infra, SA. México) 15 minutos
antes de comenzar el experimento y continuamente durante el procedimiento. Una
vez removido el cerebelo, los hemisferios fueron separados siguiende la linea
media y seccionados en plano parasagital con ayuda de un vibratomo (Campden
Instruments, London, UK) en rebanadas de 400 micrémetros de grosor. Las
rebanadas se colectaron y mantuvieron en SEM fria hasta e momento de su
diseccién , l

El GP se identificéd en aquellas rebanadas que lo contenian {normalmente
de 4 a 7 de ellas), mediante inspeccidn visuat bajo un microscopio estereoscopico
{Nikon SMZ 2T, Nikon Corp. Japan). Una vez localizado el tejido de interés, este
era separado de! resto de la rebanada mediante microdiseccion-y sometido a
digestion enzimatica en una solucién de Pronasa (Pronasa XIV Tipo E 1 mg/mli,
Sigma Chemical, St Louis, MO) en SEM durante 25-35 minutos {dependiendo de
la edad del animal), a 35 °C bajo agitacion suave continua. Posteriormente, el
tejido fué lavado tres veces en SEM sin calcio (en mM: NaCl 130, KCI 3, MgCl; 2,
NaHCO; 1, NaH:PO4 0.5, HEPES 5, Glucosa 5, pH 7.4 con NaQH, Sigma
Chemical, St Louis, MO, a temperatura ambiente) y triturado mecanicamente
mediante pipetas Pasteur {cuyas puntas fueron estrechadas al fuego de tal forma
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que se obtuvieron varios didmetros decrecientes), en un volumen final de 2 mi de
la misma solucidn. Una alicuota {(~ 1 ml) de la suspensién celular era entonces
sembrada en una camara de registro (RC-13, Wamer Inst. Hamden, CT) con
fondo de vidrio, montada en la platina de un microscopio Nikon invertido (Nikon
Diaphot, Nikon Corp. Japan). Antes de ser perfundidas con solucion extracelular
con calcio a temperatura ambiente, las células se dejaron reposar durante un
periédo de 15 a 20 minutos para que se pegaran a la superficie de vidrio de la
camara de perfusién.

Transfeccion de Transcritos Dominantes Negativos.

Con el objetivo de eliminar selectivamente las comientes Kv3 in vitro, se
realizd la trasfeccion del cDNA para subunidades Kv3 dominantes negativas en las
células del GP.

Estas subunidades carecen de alguna caracteristica fundamental para el
carrecto funcicnamiento del canal, por lo que producen proteinas “defectuosas”. El
DNA responsable de estas subunidades esta incluido en un vector de trasfeccion
de alta eficiencia de traduccion por lo que se producen en mayor cantidad y
compiten con las normales durante el ensamblado final del canal. Al cabo de algin
tiempo {generaimente determinado por la velocidad de recambio de la proleina en
cuestion) todos los canales de potasio de la subfamilia Kv3 incluyen al menos a
una de las subunidades "defectuosas” lo que impide su correcto funcionamiento.

Las neuronas empleadas para este fin, fueron obtenidas siguiendo la
técnica de disociaciébn descrita con anterioridad. Se sembraron 100 pl de la
suspencién celular en cubreobjetos de vidrio de 5 mm de didmetro colocados
dentro de cajas de Petri plasticas de 30 mm de diametro para cultivo de tejidos
(Costar, Cambridge, MA). Pasados 10 minutos, la solucion extracelular normal fué
substituida por a-MEM (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) suplementado con 15 %
de Suero Fetal Bovino (SFB, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD), 10,000u/m| de
penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina, 6¢ ng/m! de NGF, 2 nM de FGF, 2 nM de
EGF y 10 nM de IGF (donados por el Dr. Bernardo Rudy). Los cultivos celulares
fueron mantenidos a pH 7.3 bajo una aimésfera de 95% 02 y 5% de C0O,a 37 °C.
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Dos dias después de sembradas, las células fueron lavadas un par de
veces con Opti-mem bajo en suero (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) durante 5
minutos cada una y transfectadas siguiendo la metodologia descrita por Xia y
colaboradores en 1996 con el cDNA de un dominante negativo especifico para la
familia Kv3. Dicho dominante negativo carece de los 21 aminoacidos que forman
la region H5 ( proporcionado por del Dr. Bemardo Rudy, Vega Saenz de Miera et
al, 1994). Adicionalmente y como elemento reportero, a la misma proteina se le
fusiond el DNA responsible de la Proteina Fluorescente Verde (GFP) en el
extremo carboxilo terminal. El constructo fué introducido en el plasmido pcDNA3
{Invitrogen. Co Madison, Wi) que se caracteriza por su alto nivel de traduccién,
que como ya se menciond es una caracteristica fundamental para que la proteina
resultante funcione como dominante negativo.

Los registros electrofisiolégicos se realizaron después de la transfeccitn,
durante todo e! tiempo de scbrevivencia de las células del GP en cultivo o hasta
que las condiciones del mismo lo permitieran (en promedioc 4 dias). En cada caso
se precedié al registro de varias células cada vez, en condiciones control y en
presencia de mM de TEA con el fin de evaluar la disminucion en el porcentaje total
de corriente sensible a dicho blogueador de corrientes de potasio.

Electrofisiologia.

Los registros electrofisiolégicos se llevaron a cabo mediante la técnica de
fijacidn de voltaje en la modalidad de célula completa. En todos los experimentos a
ia Solucién Extracelutar para Mamifero utilizada se le adicionaron 1 uM de TTX
{Alomone Labs. Jerusalem, Israel) y 200 yM de Cloruro de Cadmio (Sigma
Chemical, St Louis, MO), con el fin de bloguear las comrientes de sodio y calcio
dependientes del voltaje. El CdCI; al inhibir el influjo de calcio, limita la activacion
de corrientes de potasic activadas por calcio. Todos los experimentos
electrofisiologicos fueron reatizados a temperatura ambiente (21-23 °C).

Las micropipetas de registro fueron elaboradas a partir de tubos capilares
de borosilicato con microfilamento (GC120F-10, Warner [nstrument Corp.
Hamden, CT) estirados al calor mediante un jalador de pipetas (Narishige PP-83,
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Setagaya-Ku, Japon) y llenados con una solucion intracelular disenada para
registrar corrientes de potasio dependientes de voltaje, (Bargas et al 1996;
KH:PQO4 106 mM, MgClz 2 mM, HEPES-K 10 mM, BAPTA-K 10 mM {Molecular
Probes, Inc. Eugene OR), ATP-Na 2 mM y GTP 0.5 mM (Sigma Chemical, St
Louis, MO}, pH 7.35). La alta concentracion intracelular del quelante rapido de
calcio BAPTA-K se utilizé para limitar ain mas la activaciéon de conductancias
activadas por calcio. Las resistencias tipicas de {as micropipteas llenas con esta
solucion variaron entre 2.5 y 3.0 MQ. Los registros de fijacién del voltaje fueron
realizados mediante un amplificador Axopatch-1D o 200A (Axon Instruments,
Foster City, CA) y las comrientes monitoreadas, filtradas (4-pole Bessel; -3 dB a 2
kHz) y digitalizadas a 40 kHz mediante e! software pCLAMP 6.0 {Axon
Instruments, Foster City, CA) y una tarjeta Digidata 2000 (Axon Instruments)
instalada en una computadora 486/100 MHz AT/PC. Los datos experimentales se
almacenaron en discos Bernoulli de 90 Mb o en discos ZIP de 100 Mb (lomega
Co. Roy, Utah) y fueron analizados mediante los programas Clampfit de Axon
Instruments (Foster City, CA) y Qrigin 5.0 (Microcal Software Inc. Northhampton,
MA).

Protocolos de Fijacién del Voitaje.

Una vez seleccionada la célula que seria sometida a los protocolos
experimentales y desde el momento en que entraba en contacto con la solucion
extracelular, la micropipeta era mantenida a un potencial de 0 mV con presion
positiva en su interior, Ya en contacto con la membrana plasmatica, el potencial
era fijado en -80 o -40 mV segun fuera el caso, aplicandose en la pipeta una
pequefia presion negativa mediante succion hasta el establecimiento del sello de
alta resistencia. En ese momento se compensaban [os transitorios capacitivos
generados por la micropipeta en respuesta 2 un pulso despolarizante de 12.5 ms
de duracion y 20 mV de amplitud.

Para romper el pedazo de membrana que se encontraba dentro de 1a boca
de |a pipeta y alcanzar la configuracion de “célula completa”, se emplearon pulsos
suaves de succion o bien un pulso de aita frecuencia y corta duracion (ZAP, <1
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ms). La resistencia en serie de la pipeta se compensé usualmente entre el 75 y el
85%. Un vez en la configuraciéin de célula completa, se aplicaba un protocolo
para medir la capacitancia de la membrana y evaluar la estabilidad del sello. Dicho
protocelo consistia en un escalén de voltaje generado a partir de un potencial de
mantenimiento de -80 ¢ —40 mV que despolarizaba hasta -60 o -20 mV
respeclivamente, durante 15 milisegundos de duracién, con una resolucion de
30us por punto a 33 kHz. Tipicamente para cada medicion se promediaron 50
pulsos.

Para |a obtencidn de las curvas-lV y de activacién, se emplearon en todos
los casos, pulsos cuadrados de 350 ms de duracidn con una velocidad de
muesireo de 600 us por punto a 1.67 kHz. En algunos de ellos se utilizd un
potencial de mantenimiento de 80 mV. En estos, el primer pulso de prugba
ocurria a =70 mV y el dltimo a +50 mV incrementandose en pasos de 10 mV cada
vez, En aquellos experimentos que se realizaron partiendo de un potencial de
mantenimiento de -40 mV con el fin de eliminar las conductancias inactivantes que
tenian umbral de activacién inferior a este potencial, el primer pulse de prueba
ocurria a =30 mV y el Gltimo a +50 en incrementos de 10 mV.

En los experimenios donde se midid la dependencia del voltaje de las colas
de corriente y el potencial de inversion de la conductancia de potasio, se empled
un protocolo que consistia de un pulso condicionante seguido de un pulso de
prueba. El pulso condicionante despolarizaba a la célula hasta un nivel de +50 mV
partiendo de un potencial de mantenimiento de —40 mV durante 173 ms (momento
en el cual la corriente se encontraba claramente en el estado estacionario), a una
velocidad de muestreo de 1000 us por punto. El pulso de prueba por su parte,
hiperpolarizaba a la célula inmediatamente después del pulso condicionante
llevando el potencial de membrana hasta -100 mV. En ciclos subsecuentes, el
potencial de este pulso se iba despolarizando en escalones de 10 mV cada vez
hasta un nivel méximo de +10 mV. Este pulso duré 20 ms muestreando a una
velocidad de 5 ps por punto (200 kHz). Para obtener una mejor resolucién en la
porcion final de la cola de corriente, la velocidad de captura se cambio a 1.3 s por

punto, 4 milisegundos antes de terminar &l pulso condicionante.
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Con el fin de evitar la acumulacién de la inactivacion, el tiempo entre cada
episodio de estimulacidn fue de 15 segundos.

Farmacologfa.

Las drogas empleadas en este estudio fueron aplicadas Unicamente sobre
la célula en estudio mediante una pipeta de vidrio de punta relativaments ancha
{10 pm) hecha a partir de un capilar de borosilicato estirado al calor y colocada a
una distancia de 100 a 200 ym de la célula con ayuda de un micromanipulador
electronico (MS 314, Fine Science Tools Inc. Foster City, CA). La aplicacién se
realizé, ya sea por gravedad o por pulsos de presidn (10 psi} controlados con un
dispositivo Picospritzer Il (General Valve Corp. Farfield, NJ).

Las corrientes sensibles a cualquiera de los farmacos empleados, fueron
aisladas peor substraccién digital punto a punto de las familias de corrientes
obtenidas antes y después de la aplicacion de la droga. En algunos experimentos,
tas celulas fueron expuestas a una solucion que contenia de 0.1 a 10 mM de
Cloruro de Tetraetilamonio (TEA, Sigma Chemical, St Louis, MO) o 4-Amino-
Piridina (4-AP, Sigma Chemical, St Louis, MO) disuelto en SEM con TTX y'CdCIz.
Tipicamente se aplicd 1 mM de TEA para identificar aquellas corrientes nativas
posiblemente pertenecientes a la subfamilia Kv3 (ver mas adelante).

Reaccion en Cadena con Polimerasa en Celula Unica (Single
Cell RT-PCR).

La presencia del RNA mensajero para cada uno de los genes de la familia
Kv3 en las células disociadas de! GP se determind mediante la Reaccién en
Cadena con Polimerasa en Célula Unica (Single Cell RT-PCR) siguiendo los
protocolos descritos en (Vega-Saenz de Miera y Lin, 1892) con las siguientes
modificaciones: Todas las soluciones se prepararon en agua bidestilada libre de
RNAsas {Sigma Chemical, St Louis, MO). Tode el material de vidrio empleado fué
lavado previamente en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma
Chemical, St Louis, MO) y horneado a 150°C durante 12 horas.
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Las células individuales fueron colectadas directamente de la cémara de
registro mediante una micropipeta estéril de punta ancha (2-5 uM de diametro)
llena con 3 pl de una solucion que contenia 150 mM de KCI, 30 mM de Tris-HCL
pH 8.3 y 10 unidades de Inhibidor de RNAsa (Recombinant Rnasin Ribonuclease
Inhibitor, Promega Co. Madison, Wi.) empleando succién suave, Posteriormente,
el contenido de la pipeta fue depositado, rompiendo la punta, en el fondo de un
tubo Eppendorf de 500 pl nuevo el cual se mantuvo en nitrégeno liquido hasta su
uso.

Para la obtencion del cDNA mediante la reaccién de Transcripcion Reversa
de RNA, se emplearon, por cada tubo, 17 microlitros de una solucién conteniendo
1.18 mM de dNTP's, 3.82 mM de MgCl;, 50 unidades de Transcriptasa Reversa
Rnasa H minus del Virus de la Leucemia Murina (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD),
4.4 uM de iniciadores aleatorios (Hexamer Random Primer, Pharmacia, Crawley
Sussex, GB), 20 unidades por mililitro de Inhibidor de RNAsa, 30 mM de KCl y 6
mM de Tris-HCI pH 8.3 mas 50 pl de aceite mineral para PCR libre de RNAsas
(Sigma Chemical, St Louis, MO) en la parte superior de la fase acuosa con el fin
de evitar la evaporacién durante la termociclacion. Los tubos fueron incubados
sucesivamente a 25 °C durante 5 minutos, a 37 °C 15 minutos y a 42 °C 15
minutos. Finalmente fueron calentados a 94°C durante 5 minutos para dar por
terminada la reaccidn y luege mantenidos a 0°C hasta su posterior amplificacién
por PCR (Vega-Saenz de Miera y Lin, 1932).

Ya que se esperaba obtener una baja cantidad de RNA para cada uno de
los diferentes canales Kv3 en virtud de que se emplearon células Unicas y del
(posiblemente) bajo nimero de copias de estos mensajeros en cada célula, con el
fin de obtener producto suficiente para una identificacién confiable (a pesar de la
enorme sensibilidad de esta metodologia), se resolvid utilizar una modificacién de!
RT-PRC tipico conocida por su nombre en inglés como “Nested RT-PCR". En esta
técnica se hacen dos rondas de amplificacion: la primera utilizando iniciadores
“degenerados” o genéricos capaces de amplificar a todos los RNA's presentes o

tnicamente a una familia en particular de RNA'’s relacionados entre si. La segunda
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ronda emplea iniciadores especificos para asi abtener una mayor cantidad del
producto buscade (Vega-Séenz de Miera y Lin, 1992).

Para la primer ronda de amplificacion se utilizaron 75 pl de una solucién
conteniendo 50 mM de KCI, 0.85 mM de MgCly, 1.7 uM de cada uno de los
iniciadores genéricos para la familia Kv3 (sentido: CTC GAA TTC | TT{CM)
TG(CIT) (CM)TN (AVG)A(A/G) CAN CA, antisentido; CTCGAATTC GGA (A/G)TA
(A/G)TA CAT N(CIG)C (G/A)AA) y 10 mM de Tris-HCI pH 8.3 los cuales fueron
agregados a cada uno de los tubos que contenian el producto de la reverso
transcripcion. Los tubos fueron entonces calentados durante 5 minutos a 94°C.
Estando los tubos todavia a 94 °C (“hot start”), se les adiciond a cada uno, 5 ul de
una solucion conteniendo 2.5 unidades de Taq Polimerasa (Taq Polimerase,
Perkin Elmer, Norwalk, CT), 50 mM de KCl y 10 mM de Tris-HCI pH 8.3. En los
casos las soluciones fueron mezcladas a través del aceite mineral que cubria la
superficie acuosa.

Los tubos fueron sometidos a 35 ciclos de amplificacion. Cada ciclo estuvo
estructurado de la siguiente forma: 1) desnaturalizacién a 94 °C por 1 minuto, 2)
alineamiento a 48 °C por 1 minuto y, 3) extensién a 72 °C por 1 minuto.
Finalizando los primeraos 35 ciclos, la reaccidn se dio por terminada calentando los
tubos por 7 minutos a 72 °C.

Para la segunda ronda de amplificacién, en un tubo nuevo de PCR, se
anadieron: un microlitro del producto de la primera ronda de amplificacidn mas 94
ul de una solucién conteniendo 2.63 mM de MgCla, 210 uM de dNTPs, 50 mM de
KCl, 10 mM de Tris-HCI pH 8.3 y 160 nM de los iniciadores especificos para cada
uno de los diferentes miembros de la familia Kv3 (Kv 3.1b -532 pb- sentido 1441-
1461; CGC TTC AAC CCC ATC GTC AAC, Antisentido 1930-1951; GTG TGT
GTG TTC GCT GGC GCT en Acc# M37845; Kv3.2a -447 pb- Sentido 882-901; CC
AGC GCT GTT CTC CAG TAT, Antisentido 1358-1337: C AAT GGG GAT GTT
TTT GAA CTG en Acc# M34052; Kv3.3 -209 pb- Sentido 1192-1210: GTG ACG
CAG GCC TCT CCA A, Antisentide 1381-1400: AAG GGC AAG ATG GCT ACA
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CA en Acc# M84211; Kv3.4 -336 pb- Sentido 1312- 1333: CCT GAT ACG TTG
GAC TTT GTC, Antisentido 1629-1647: ATT GCC CCG TGG GTC AGA en Acch
X62841). Finalmente, en la superficie de cada tubo se pusiercn 50 pl de aceite
mineral y fueron calentados a 94 °C durante 5 minutos para inmediatamente
despues agregarseles la Taq Polimerasa en la manera como se describié
previamente. Los tubos se sometieron esta vez a 20 ciclos da amplificacién (1
minuto de desriaturalizacién, alineamiento y extensién a 94, 55 y 72°C
respeclivamente) seguidos de un ultimo periodo de extensién a 72°C por 7
minutos. Los productos finales fueron mantenidos en refrigeracion hasta su
anélisis por electroforesis en geles de agarosa al 2%.
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RESULTADOS

Corrientes de Potasio en tas Células CHO.

lL.as neuronas nativas del SNC poseen un amplio repertorio de canales de
potasio dependientes del voltaje de los cuales una cierla proporcién podria
corresponder a canales formados por subunidades codificadas por genes de la
subfamilia Kv3. Debido a que las corrientes generadas por estos genes en [0S
sistemas de expresion heterdloga poseen un umbral de activacidn particularmente
elevado (~-10 mV), se considerd que una estrategia potencialmente (il para
eliminar una fraccion importante de las corrientes de potasio que se activan a
potenciales mas negativos (~-50 mV) en las células nativas, seria fijar el potencial
de mantenimiento a un valer que inactivase dichas corrientes, pero sin afectar de
forma importante a las comientes de interés.

Para conocer cual seria el potencial de mantenimiento apropiado para esta
maniocbra, se estudid el efecto de variar el potencial de mantenimiento sobre las
corrientes de potasio Kv3.1 y Kv3.2 expresadas aisladamente en las células CHO.
En la figura 22 se comparan las corrientes producidas por una serie de escalones
de voltaje similares a los ya descritos en |la seccién de materiales desde
potenciales de mantenimiento de -80 y -40 mV en células CHO trasfectadas
estable o transitoriamente con el cDNA para los canales de potasio Kv3.2 o Kv3.1
respectivamente.

En la parte superior de cada columna se indica el potencial de
mantenimiento utilizado en cada caso. Los paneles A y B muestran los efectos de
cambiar e! potencial de mantenimiento scbre una familia de corrientes de polasio
activadas por el voltaje en células transfectadas con el transcrito Kv3.2, en tanto
que C y D ilustran los efectos de la misma maniobra sobre la familia de comrientes
de potasio activadas por el voltaje en célutas CHO transfectadas con el transcrito
Kv3.1. Como puede observarse, los pufsos de voltaje aplicados desde potenciales
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de mantenimiento de —80 y de —40 produjeron en ambos casos, corrientes
salientes de potasio de tipo rectificador sostenido. El cambio del potencial de

Vh - 80 mV Vh -40mV
A B
1
S
Kwa.2 T100 ms
P—
Cc D -
8
[
100 ms
Kv3.1
G/Gmax G/Gmax
F 1
0.8
0.8
Kv3.1
0.4
0.

————
-100 50 0 50 100 -100  -50 0 50 100
Vm {m\)} Vm (mV)

Figura 22, Efecto de cambiar el potencial de mantenimiento sobre la amplitud de las corrientes de
potasic dependientes de voltaje Kv3.1b y Kb3.2a en células CHO.

Corrientes producidas por una sefie de escalones de vollaje aplicados desde un potenclal de
martenimiento de -80 (paneles A y C) 6 desde 40 mV (paneles B y D). En la parte superior de cada columna
se indica el potencial de mantenimiento utilizado en cada caso. Los paneles A y 8 muestran las corientes
Kv3.2, en tanto que € y D ilustran los efectos de la misma maniobra scbre la familia de corrientes de potasio
activadas por el voltaje en celulas transfectadas con ef transcrito Kv3.1

Los paneles £ y F muestran las curvas de conductancia méxima normalizada (G/Gmax) en funcisn
del voltaje obtenidos para las corrientes Kv3.2 y Kv3.1 respectivamente, En cuadros con barras de error
estandar estan los datos experimentales y can una linea continua el resuftado del major ajuste a la funcién de
Boltzman. Ver texto para mas detalles.
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mantenimiento de -80 a -40 mV redujo dnicamente 8.3 £ 0.1% y 9.8 £ 0.6% (n=4},
de la corriente maxima inicial, respectivamente. Este cambio no es significativo.

En estudios realizados previamente (Vega-Saenz de Miera, 1994), se
concluyo que de acuerdo con su dependencia del voltaje, las corrientes Kv3.1b y
Kv3.2a, expresadas en ovocitos de Xenopus, eran practicamente indistinguibles
entre si. Sin embargo, un examen mas cuidadoso de nuesiros registros obtenidos
en celutas CHO reveld algunas diferencias sutiles. Los paneles £ y F muestran las
curvas de conductancia maxima normalizada {G/Gmax) en funcién del voitaje,
para las corrientes Kv3.2 y Kv3.1 respectivamente. Los datos de comiente
(transformados a conductancias considerando un potencial de equilibrio para el
potasio (Ex) de -80 mV), fueron ajustados a una funcién de Boltzman de la forma
GIGmax = 1/[1 - exp(Vm - V¥£)/k]. De la comparacion de los parametros derivados
de este ajuste a las curvas de activacion de ambas corrientes, puede inferirse que
los canales formados con productos del transcrito Kv3.2 poseen una sensibilidad
ligeramente mayor al voltaje que los canales Kv3.1. Esto se manifiesta fanto en el
voltaje al cual la corriente alcanza ta mitad de su activacion (V4 = 12.1 £ 1.26 mV
para Kv3.2 versus 19.1 = 0.11 mV para Kv3.1), como en el pardmetro de
pendiente k (milivolts necesarios para que se produzca un cambio de e-veces en
la conductancia; 8.4 £ 0.25 mV en Kv3.2 versus 11.0 £ 0.2 mV en Kv3.1).

Cuando se analizaron las cinéticas de deactivacion fueron aparentes
algunas diferencias en los parametros cinéticos de las corrientes Kv3.1 y Kv3.2
reportados en la bibliografia.

En ia figura 23 s& muestran ejemplos de los registros de colas de corriente
observados en las células CHO transfectadas con el cDNA de los canales Kv3.1 y
Kv3.2 {paneles A y B respectivamente). Dichas familias de corrientes fueron
obtenidas mediante la aplicacion de un protocole que consistid de un pulso
condicionante que despolarizé a la célula desde un potenciat de mantenimiento de
—40 mV hasta +50 mV durante 220 ms {momento en el cual la corriente y se
encontraba en e! estado estacionario) a una frecuencia de muestreo de 200 kHz,
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seguido inmediatamente de varios pulsos de prueba hiperpolarizantes desde ~100
mV hasta +10 mV en incrementos de 10 mV cada vez durante 20 ms.

A B

1000 pA

10 ms

CHO Kv3.1 CHO Kv3.2

e
(=]
1 e

-
1

® CHO Kv3.2
CHO Kv3.1

120 -100 80 60 40 20
Potencial de Membrana (mV)

Constante de Tiempo de [a Comlenta de Cola (ms)

Figura 23. Comparacion de las corrientes de cola generadas por el cierre de los canales de potasio
dependientes de voltaje de tipo Kv3.1b y Kv3,2a expresados en celulas CHO.

A,B: Familias de colas de corriente obtenidas de celulas CHO trasfectadas con cONA para Kv3.1 y
Kv3.2 respectivamente. Notese que las colas de cormients de los canales Kv3.1 tienen constantes de
deactivacion mas rapida que las colas de corriente de los canales Kv3.2. €: Dependencia del voltaje de la
constante de tiempo de deactivacion para ambos casos. La simbologia para cada trazo se encuentra del lado
derecho inferior de la grafica. Para detalles ver texto,

En esta figura puede observarse que las colas de corriente de Ios canales
Kv3.1 tienen constantes de deactivacion mas rapida que las colas de corriente de
los canales Kv3.2 (1.2 £+ 0.2 ms v8 53 £ 0.1 ms, n = 4; respectivamente, a un
potencial de +40 mV). En el panel C se muestra la dependencia del voltaje de la
constante de tiempo de deactivacion para ambos casos. La pendiente de la recta
obtenida por ajuste lineal de los datos es de 1.18 £+ 0.01; R = 0.99 para Kv3.1 y de
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078 £ 0.01; R = 0.94 para Kv3.2, respectivamente. La diferencia en [a

dependencia al voltaje es significativa (P< 0.005).

En lo que respecta al potencial de reversién obtenido cuando se grafican
los valores instantaneos de corriente en las colas en funcion del voltaje (figura 24),
se encontré una diferencia de aproximadamente 10 mV entre las corrientes
conducidas por cada tipo particular de canales Kv3: Kv3.2 = —65 £ 2,35 mV; Kv3.1
=-551+3.86 mV(n=23).

La diferencia encontrada en el potencial de reversion indicaria que los
canales Kv3.1 son menos selectivos para el ion potasio que los Kv3.2. Son
necesarios experimentos adicionales variando las concentraciones extra e
intracelulares de potasio para confirmar este fenémeno.

Las diferencias mencionadas entre los canales homomultiméricos Kv3.1 y
Kv3.2 expresados en células CHO reportadas por primera vez en este trabajo,
podrian servir en un momento dado como criterios adicionales a las caracteristicas
biofisicas reportadas previamente, para distinguir componentes resultado de la
actividad de los respectivos canales en las células nativas.

Hasta el momento de escribir esta tesis no se disponia de bloqueadores
especificos para ninglna de las corrientes idnicas producidas por los canales de
potasio de la subfamilia Kv3. Sin embargo, en diferentes estudios {Yokoyama et
al 1989; McCormack et al,1990; Rudy et al, 1991*® % Vega-Saenz de Miera et al,
1992%% Grissmer et al, 1994; Retting et al, 1992), se ha reportado que estos
canales se bloquean con concentraciones muy bajas de tetraetilamonio (TEA) o de
4-Aminopirnidina (4-AP).

En general, los estudios farmacologicos realizados hasta la fecha en esta
subfamilia de canales i6nicos se han efectuado en sistemas de expresion y bajo
condiciones de registro diferentes a los empleados en este trabajo, razén por la
que consideramos necesario e interesante confirmar los datos previos de
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sensibilidad hacia TEA y 4-AP en las condiciones y en las células empleadas en
este trabajo.
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Figura 24. Potencial de inversién de las colas de corente de potasio en fas células CHO
transfectadas con cDNA para las protefnas Kv3. 1y Kv3.2. Se puede observar que los canales Kv3.1 muestran
una marcada rectificacion saliente, en tanto que la corriente Kv3.2 posee una discreta rectificacion entrante. El
potencial de reversién calculado de acuerdo a Ia ecuacién de Nesrt indicé que el potencial de reversién tedrico
es de-81mV.

La figura 25 muestra la curva dosis—respuesta para la inhibicidn por TEA de
las corrientes registradas en las células CHO transfectadas establemente con el
cDNA para el canal Kv3.2 y la obtenida en las células CHO transfectadas
transitoriamente con el cDNA de Kv3.1 (vedse métodos). Las ICs que se
calcularaon en las curvas dosis-respuesta para TEA (Kv3.2 = 0.28 mM, n=4; Kv3.1
= 0.38 mM, n=4), son algo mayores que las reportadas por otros autores (Kv3.2 =
0.125 mM; Grissmer et al, 1994) al menos para los canales Kv3.2. Esto puede
deberse a diferencias en las condiciones experimentales. Aunque no se

examinaron en detalie los efectos de la 4-AP sobre estas corrientes, por razones
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que se explicardn mas adelante, algunos experimentos realizados aqui (datos no
mostrados) confirmaron la alta sensibilidad de esta subfamilia de canales hacia
este bloqueador inspecifico de conductancias de potasio (~ 0.5 mM, McCormack
et al, 1990; Grissmer et al, 1994).
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Figura 25. Curva dosis hacia TEA en los canales Kv3.1b y Kv3.2a expresados en celulas CHQ. Las
corrientes salientes antes y despues de [a aplicacion de TEA fueron producidas por pulsos despolarizantes de
500 ms de duracion a partir de up potencial de mantenimiento de ~40 mV. El primer pulso ocurrié en -30 y
llego hasta +50 mV en incrementas de 10 mV. La aplicacién del bloqueador se describe en los metodos.
Circulos abiertos Kv3.1b, tirculos cerrados Kv3.2a.

Varias conclusiones se desprenden de los resultados obtenidos durante los
experimentos en las células CHO transfectadas con canales Kv3.1 y Kv3.2:

1) El fijar un potencial de mantenimiento de -40 mV es una maniobra valida
que en principic ayudaria a eliminar selectivamente por inactivacion, aquellos
componentes de corriente saliente de potasio con bajo umbral de activacion que
por sus caracteristicas cinéticas y de dependencia al voltaje no son de interés para
el presente trabajo. Las corrientes codificadas en los genes de la subfamilia Kv3,
no se inactivan ni sufren otros cambios cinéticos significativos ante esta maniobra.
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2) Se confirmé que bajo las condiciones de registro empleadas en este
trabajo, las corrientes de potasic de la subfamilia Kv3 se inhiben a
concentraciones muy bajas de TEA (Kv3.2 ICso = 0.28 mM; Kv3.1 ICs= 0.38 mM).
La sensibilidad media obtenidas ubica a estas proteinas como las mas sensibles
hacia estas drogas de entre {a superfamilia de canales sensibles al voltaje. Esto
garantiza que empleando concentraciones cercanas a 1 mM, se eliminaria
selectivamente una fraccién importante (~ 80%) de la corriente generada por estos
canales, sin afectar otras corrientes menos sensibles. Ademas permitira mediante
la substraccion digital de los registros antes y despuas de TEA (ver mas adelante),
estudiar en aislamiento a los componentes de corriente que probablemente
resultan de la actividad de canales en cuya composicién intervienen productos de
los transcritos de la familia Kv3.

3) Se detecté que las corrientes de potasio que fluyen a través de los
canales codificados por transcritos de Kv3.1 y Kv3.2, presentan diferencias en su
sensibilidad al voltaje, cinética de deactivacion, y potencial de reversidén. De
confirmarse, estas diferencias podrian ser utiles como criterios para su
identificacién y discriminacién en células nativas.
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Corrientes de potasio activadas por el voltaje en las
neuronas del globo palido disociadas agudamente.

Como producto de la disociacion enzimatica del GP, tipicamente se
obtuvieron tres tipos celulares que morfolégicamente corresponden a aguellos
reportados previamente en diversos estudios como caracteristicos del GP (figura
26, comparar con las figuras 16, 17 y 18). Se encontraron igualmente abundantes
astrocitos y algunas células multipolares pequenas {no se muestran).

Figura 26. Microfotografias de los tipos célulares caracleristicos obtenides del GP de Ia
rata mediante disociacién. En el panel A se muestran las células triangulares y bipolares
denominadas aqui como células tipo "A*. En B se muestra un ejemplo de las células grandes
multipolares tipo *B". La barra de calibracién equivale a 20 micrémetros.
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Fué posible agrupar a estas células de acuerdo con la proporcion refativa
de corriente saliente de potasio de bajo umbral de activacién tipo "A" que
presentaron como resultado de pulsos despolarizantes a partir de un potencial de
mantenimiento de -80 mV (durante 350 ms, iniciandose en —70 y hasta +30 mV en
incrementos de 10 mV). En |a figura 27 paneles A, C y D se muestran ejemplos de
tres diferentes células con proporciones baja, mediana y alta respectivamente de
dicho componente de corriente inactivante. En la columna de la derecha, paneles
B, Dy F, se musstran las familias de trazos de corriente obtenidos en las mismas
células mediante un profocolo similar al anterior pero partiendo de un potenciat de
mantenimiento de —40 mV. En este caso los escalones de voltaje inician a —30 mV
y terminan en +30 mV, en pasos de 10 mV. Es claro que como resultado en el
cambic del potencial de mantenimiento de —80 a -40 mV, desaparecen al menos
dos componentes de corriente de bajo umbral de activacién; un componente que
corresponde a la corriente de tipo “A” clasica y un componente de corriente de
potasio de tipo rectificador retardado de amplitud variable. En algunos casos, este
segundo componente es tan grande que puede enmascarar casi completamente (a
inactivacidn de la comiente "A”. Ndlese que la corriente de potasio que no se
inactiva a -40 mV (aproximadamente el 50% de la corriente total registrada a —80
mV), es muy similar en los tres ejemplos que se ilustran y tiene ias caracteristicas
de un rectificador retardado. En los casos mostrados en B y F es apreciable una
ligera inactivacién lenta.

Segun lo expuesto anteriormente, el cambio en el potencial! de
mantenimiento de —80 a —40 mV elimina una fraccion de la comiente de potasio
que por su inactivacion y dependencia del voltaje no son candidatos a ser alguno
de los miembros de la subfamilia Kv3.

A manera de complemento, en la figura 28 se observan las familias de
corrientes de potasio producidas bajo un potencial de mantenimiento de —80 mVv
(panel A) y a —40 mV (panel B). En e! panel C se muestra el resultado de la
substraccion digital punto a punto de los trazos obtenidos en A menos los trazos
obtenidos en B. Se puede ver que la maniobra de cambiar en el potencial de
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mantenimiento elimina en su totalidad un componente inactivante rapido de bajo
umbral de activacion (~60 mV) y a un componente de corriente de potasio saliente
sostenida también de bajo umbral de activacion (~50 mV). En el caso de la
corriente inactivante, dadas sus caracteristicas cinéticas y su dependencia del
voltaje aparentes, probablemente se trate de algun tipo de corriente inactivante “A”
codificada por los genes Kv4. En el panet D se muestra la grafica de conductancia
(G/Gmax) normalizada para las corrientes observadas en las células del GP ados
diferentes potenciales de mantenimiento. EI posible origen de la coriente
rectificadora de bajo umbral de activacion se discutira mas adelante.

-80 mv -40 mV
A B
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g__
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Figura 27. Familias representativas de las corrientes de potasio dependientes de voltaje obtenidas
en las celulas disociadas del GP de la rata a dos diferentes peolenciales de mantenimiento.

Se comparan las corrientes producidas por una serie de escalones de voltaje aplicados desde un
potenical de mantenimiento de —80 mV (paneles A, C ¥ E) 0 desde —40 mV (8, Dy F), Para mas detalles ver
texto.
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Figura 28. Familias de comrientes de petasio producidas en una célula del GP bajo un potencial de
mantenimiento de —80 mV (A) y a —-40 mV {B). C. Resultado de la substraccién digital de los trazos obtenidos
en A menos los trazos cbtenidos en B. La maniocbra de cambiar en ef potencial de mantenimiento alimina en
su lotafidad un componente inactivante rapide de bajo umbral de activacidn (~60 mV) y a un componante de
corriente de potasio saliente sostenida también de bajo umbral de activacién (~50 mV). En D se muestra la
grafica de conductancia (G/Gmax) normalizada para las comientes observadas en las células del GP a dos
diferentes potenciales de mantenimiento. Puede observarse que el componente sensible a la maniobra de
cmabio de potencial posee un umbar de activacion cercano a =10 mV. La simbologfa correspondiente se
indica en la gréfica.

Los experimentos gue se describen a continuacion estuvieren encaminados
a responder la siguiente pregunta: ¢ Existe en las células del globo pélido, algun
componente macroscopico de la corriente de potasio cuya cinética, dependencia
del voltaje y farmacologia sugiera que resulte de la actividad de canales de polasio
en cuya composicion participan productos de los franscritos de genes Kv3?. De
ser asi, ;a cuales transcritos de los ya clonados corresponden dichas corrientes?
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Los resultados seran presentados en dos partes. Cada una de ellas agrupa
los datos obtenidos en dos aparentes subpoblaciones celulares existentes en
nuestras disociaciones del GP distinguibles entre si por su morfologia y sus
caracteristicas electrofisiolégicas: células de tipo “A” y células de tipo “B".

Caracteristicas biofisicas de las corrientes de
potasio de las neuronas del GP de tipo “A”.

A este grupo pertenecen las célutas de soma fusiforme o bipolar y triangular
(ver figura 26 paneles A, B). En la figura 29, se presentan los registros tipicos
obtenidos de una célula con estas caracteristicas morfologicas. En el pane! A, se
muestra la familia de corrientes de potasio obtenidas mediante la aplicacién de
pulsos de voltaje de 350 ms de duracidn a partir de un potencial de mantenimiento
de -40 mV. Los pulsos inician a —30 mV y contintan hasta +60 mV en pasos de 10
mV, La familia de comrientes registradas en condiciones control, denominada aqui
lgpe, cOmienza a activarse a —~30 mV y tiene ias caracteristicas de una corriente
sostenida de tipo rectificador tardio. La deactivacion de las colas de corriente que
se observan al repolarizar la membrana nuevamente a —40 mV es relativamente
lenta. El panel B muestra la familia de corrientes que permanecen en la misma
célula luego de la aplicacion de 1 mM TEA en el medio externo. Este componente
de corriente remanente, llamado resistente al TEA o Igpr, también posee
caracteristicas de una corriente sostenida de tipo rectificador retardado, aunque
muestra una cinética de activacion més lenta que la de lgp..

La deactivacién del componente de corriente lgp g s también lenta. En € se
muestra el componente de corriente sensible al TEA (lgp 1ea) obtenido mediante 1a
substraccion digital de los trazos de corriente que se muestran en A de los trazos
correspondientes en B. De manera caracteristica, en las células de tipo A, la
corriente Igp7ea ©s sostenida de tipo reclificador retardado y representa
aproximadamente el 50% de la comriente total.

Tipicamente, [a cinética de activacion de lgp 1es €5 Mas rapida que la de lgpe

6 lapr (A y B respectivamente).
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Figura 29. Corrientes de potasio activavadas por el voltaje registradas en las celulas tipo A del GP
de fa rata. A, B y C. Familias de curvas de corriente de potasio obtenidas de 1a misma celula a partir de un
potencial de mantenimienio de <40 mV,

A: Registro control (Icpc) Observense la colas de corriente relativamente lentas (1geae = 37.54 + 4.41
ms a +40 mV, n = 9) B8: La comiente resistente al TEA (lger) mantiene las caracteristicas de un rectificador
sostenido con deactivacion lenta (tgess = 25.64 + 3,38 ms, a +40 mV, n = §). La corriente que se observa en
esta figura represento aproximadamente el 50% de la comiente total control. C: Como resultado de la
substraccion digital de los trazos observados en A y B, se obtuvo una corriente de tipo rectificador sostenido
con alto umbral de activacion sensible a 1mM de TEA, esta corriente denominada lgeres, posee una muy
rapida deactivacion. tues = 2.27 £ 0,24 ms a +40 mV, n = 6). D: Se muestra la grafica de conductancia
{G/Gmax) normalizada para {a corriente sensible al TEA. En cuadros estan indicadoes los datos experimentales
{n=6) con barras de erraor estandar, la linea representa el mejor ajuste de acuerdo a la funcion de Bolzman.
Los parametros derivados del ajuste y que representan la sensibilidad al voltaje de los canales durante su
activacion se encuentran en &l texto.
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La sola inspeccion superficial de la velocidad de deactivacion de las colas
de corriente lge, Tea revela que éstas decasn mas rapidamente que observadas en
lgre O lger. En el panel D se grafica |a dependencia del voltaje en el estado
estacionario de la conductancia normalizada (G/Gmax) calculada a partir de los
trazos de corriente lgp1ea. Como puede verse, la conductanica de la lgpTEA
comignza a activarse entre -20 y -10 mV. La linea confinua representa el mejor
ajuste de los datos a la ecuacion de Boltzmann, calculada como se hizo para la
figura 22. Los valores de fos parametros V 1z y k que resultan del ajuste son; 16.9
+ 56 mV y 10.6 £ 24 mV, respectivamente,

Con base en sus caracteristicas cinéticas y de dependencia de! voltaje,
podemos pensar que el componente de corriente que hemos denominado lge 1ea
podria corresponder a la fraccién de la corriente total que fluye a través de canales
codificados por transcritos de la subfamilia Kv3 en las neuronas del globo palido.

Como se menciond anteriormente, estos canales poseen, ademds de una
alta sensibilidad al TEA una exquisita susceptibilidad a! bloqueo por 4-AP (IC50 <
1 mM). Una pregunta que surge es: jel efecto combinado de estos agentes es
sumatorio o por el contrario, se excluyen mutuamente?. En otras palabras: ¢el
componente bloqueado por el TEA es el mismo que el bloqueado por 4-AP?

Para resolverla estudiamos el efecto de aplicar primero 1 mM de TEA y
después TEA 1 mM +4-AP 1 mM sobre las corrientes de potasio de una célula de
tipo A (figura 30).
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Figura 30, Efecto del TEA y 4-AP sobre las comientes de potasio de una céluta de tipo A, A: Se
musestra {a familia de corrientes registradas bajo condiciones control. B: Registros de corriente obtenidos en la
misma célula en presencia de 1 mM TEA. El panel C ilustra el resultado de la substraccidn digital realizada
para revelar el componente sensible a TEA. En el panel D se muestra el resultado de 1a aplicacién simuitanea
de 1mM de TEAy imM de 4-AP y en E, el resuitado de restar digitalmente fos trazos en D de los trazos en B
para mostrar unicamente al componente sensible a 4-AP.

Claramente el TEA bloquea eficientemente un componente de corriente de
activacion lenta y sostenida, afectando menos al componente de aclivacién rapida
que exhibe inactivacién (B). El bloqueo adicional producide por la 4-AP tiene
caracteristicas opueslas de! que se establece luego de la aplicacién de 1 mM TEA
{comparar los paneles C y E). Por un lado, las corrientes remanentes tienen una
cinética de activacidn aparentemente mas lenta que las registradas en presencia
Unicamente de TEA. Ademas, el efecto combinado es mayor sobre la fase inicial
transitoria de la corriente y menar sobre la fase sostenida. Esto se ve claramente
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en el pane! E. Las comientes de potasio sensibles al 4-AP obtenidas de esta
manera, constan de un componente inactivante rapido y de una fraccién menor de
corriente sostenida.

Los efectos del 4-AP en las células del GP, claramente diferentes respecto
de los del TEA, hacen suponer que posiblemente el 4-AP elimine, ademéas de las
corrientes transportadas por los canales codificados en los transcritos Kv3, a otras
corrientes que también se encuentran presentes en estas células y que se activan,
si no en el mismo rango de potenciales en alguno cercano. ¢Que tipo de corriente
es [a eliminada por el 4-AP?. Una posible candidata es la corriente de potasic del
tipo “D" (Storm, 1987, Wu et al 1992, 1994). Esta corriente, de tipo rectificador
sostenido, ademas de su alta sensibilidad al bloqueo por 4-AP (ICs0= 100 pM) y su
relativamente alto umbral de activacién (~ -50 o —40 mV), es inhibida
selectivamente por la dendrotoxina {(DTX) a bajas concentraciones (ICsy = 1 uM).

La figura 31 resume los resultados de un experimento encaminado a
examinar la posibilidad de que una parte del componente sostenido encontrado en
las neuronas del GP y descrito en el parrafo anterior, sea una corriente de tipo *D".
Como puede observarse, el componente sensible a DTX (panel E) tiene
caracteristicas cinéticas muy similares a la corriente que se bloquea por 4-AP
{Figura 30 panel E). Esto sugiere que [a concentracidn de 4-AP capaz de inhibir a
las corrientes que probablemente sean producto de genes de la subfamifia Kv3,
podria estar también blogueando a una corriente de potasio altamente sensible a
DTX en las células del GP.

El efecto poco selectivo de la 4-AP en éstas células nos llevd a descartaria
como un agente farmacoldgico Util para disecar las corrientes de interés de este
estudio.

Como se menciond anteriormente, experimentos previos de hibridizacion in
sity e inmunohistoguimica (Rudy et al, 1992, Weiser et al, 1994,1995) indicaron
que las neuronas del GP expresan somaticamente canafes de potasio codificados
por transcritos Kv3.1 y Kv3.2, De ser asi, postulamos que la corriente | gp1ea
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corresponderia a la fraccion de la corriente de potasio nativa que fluye a través de
canales Kv3.1 y/o Kv3.2. Suponiendo que las subunidades nativas forman (nica o
mayoritariamente canales homomultiméricos, cabria esperar que la cinética de
activacién y deactivacion de [as corrientes transportadas por canales Kv3.1, Kv3.2
en células CHO y la corriente | gp7ea en las neuronas del GP, fuesen muy
similares.

2000 pA

100 ms

Figura 31. Efecto del TEA y DTX sobre las corrientes de potasio de una céluta de tipo A Los paneles
A, By C carresponden a la familia de trazos de corriente obtenidos en una célula de! GP tipo "A* cantrol, en
presencia de 1 mM de TEA y la corriente sensible a TEA obtenida por substraccitn digital, respectivamente, E!
panel D representa [a familia de trazos de comente obtenidos en presencia de 1 mM de TEA y 2 uM de DTX.
En E se muestra la corriente sensible @ DTX cbtenida mediante substraccion digital.
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Comparacion de las corrientes Kv3 clonadas con las

supuestas nativas en neuronas del GP.

En la figura 32 se comparan las familias de corriente, obtenidas con
idénticos protocolos de pulsos, en células CHO transfectadas con transcritos de
Kv3.1 y Kv3.2 (paneles A y B, respectivamente) y la corriente sensible al TEA (I
cpTEA), €N una neurona de! GP tipo A (panel C). Aparentemente la velocidad de
activacidén es similar entre ellas. En los paneles D, E, F y G se muestran
superpuestos y normalizados los primeros 200 ms de los trazos de corriente
tomados de los paneles A, B y € correspondientes a los escalones de voltaje gue
se indican en la parte superior de cada trazo. De esta comparacién se desprende
que los tres grupos de familias de comrientes tienen cinéticas de activacién muy
similares entre si. Una forma de caracterizar la cinética de activacién, es
determinar, la cantidad de tiempo que requieren estas corrientes para pasar del
10% al 90% de su amplitud maxima (*Rising time" ¢ Tiempo de ascensq). De
acuerdo con este criterio, fas corrientes son también muy similares (Kv3.1 =252 ¢
0.3ms; Kv3.2=282+08ms; |l cp1ea=37.8209ms a+40 mV (n = 4).

En la figura 33 se examina con mas detalle la cinética de las colas de
corriente que se registran bajo |las diferentes condiciones en las neuronas del GP
de tipo “A”. El panel A representa las colas de corriente producto de repalarizar el
polencial de membrana de +40 mV a -40 mV extraida de la familia de trazos de
corriente mostrados en la figura 32. Dicha cola de cormriente se ajusta a una funcién
que es la suma de dos exponenciales (f[x] = Ae-71/7 + Be—-12/7). El proceso de
deactivacion consta de dos componentes con constantes de tiempo rapida {t =
1.78 £ 0.13 ms) y lenta (t = 21.8 + 0.48 ms; n = 4), respectivamente, En B se
muestra la misma c¢ola de corriente luego de exponer a la célula a 1 mM de TEA.
En este caso, |la deactivacién de la corriente resistente al TEA puede ajustarse a
una exponencial simple con una constante de tiempo de 28.8 £ 0.23 ms. En C se

presenta el resultado de restar digitalmente el ajuste exponencial de la corriente
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resistente al TEA {linea continua en la figura B) det registro control de la figura A.
Mediante este procedimiento se intenta separar (“Peeling Off") del registro original,
el componente de corriente que desaparece en presencia del TEA. Al producto de
esta resta (linea continua en C) puede ajustarsele una exponencial simple con una
constante de tiempo de 2.27 + 0.34 ms (n = 4). Se encuentra superpuesta con la
resta punto a punto de los trazos experimentales. Este experimento ilustra
claramente que e! TEA bloquea selectivamente al componente de corriente inicial
de la cinélica de deactivacién rapida (lsp1ea) respetando al componente de
deactivacién mas lenta (comparense las constantes de deactivacion obtenidos
aqui con les medidos en la figura 29).

En el panel D se grafica la constante de tiempo de deactivacién de la
corriente sensible al TEA (obtenida del “peeling off") Vs el potencial alcanzado al
repolarizar la membrana. La cinética de deactivacion de la corriente lgprea €8
fuertemente dependiente del voltaje, tendiendo un valor minimo cercano a los 0.4
ms para potenciales mas negativos que -80 mV.

La comparacion directa de |a deactivacion en las tres familias de trazos de
corriente (Kv3.1, Kv3.2 y leptes ) S muestra en el panel E. Ahi aparecen,
superpuestos y normalizados, los Ultimos 100 ms de los trazos de corriente
obtenidos durante el escalon de voltaje a +40 mV previo a la repolarizacion al
potencial de mantenimiento de —40mV. Aunque la cinética de deactivacion de la
corriente es superficialmente similar entre los tres registros representativos, un
examen mas cuidadoso muestra, como ya se habia mencionado, que ios canales
Kv3.1 se desactivan mas rapidamente que los Kv3.2. La cola de corriente de
lzpea registrada en las células de tipo A, aunque parecida a la de Kv3.2, posee
una constante de tiempo de deactivacién intermedia (CHO Kv3.1 =171 £0.11 ms;
CHOKv3.2=5411+0.34ms; Igpyea=3.68 £ 0.26 ms, n = 3),
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Figura 32. Comparacidn de las corrientes Kv3 clonadas con las corrientes nativas en neuronas del

GP. En los paneles A, B y € se encuentran las familias de comentes producidas por el mismo protocolo de
pulsos despolarizantes (ver metodos) en células CHO transfectadas con transcritas Kv3.1, Kv3.2 ¥ en células
del globo palido tipo A Observense las aparentes diferencias en la velocidad de deactivacitn en cada caso,
En D, E, Fy G Se muestran superpuestos y normalizados (os primeros 200 ms de los trazos de cormiente
tormados de fos trazos de corriente de los paneles superiores y comespondientes a los escalones de voltaje
que se indican en la parte superior de cada trazo. Los valores del tiempo necesaric requerido por estas
corrientes para pasar del 10% al 90% de su amplitud maxima se encuentran en el texto.
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Figura 33. Andlisis de la cinética de las colas de corriente registradas en las neuronas del GP de tipo
“A”. Los paneles A, B y C representan las colas de cormiente producto de repolarizar el potencial de membrana
de +40 mV a —40 mV. A, Control; 8, Resistente a 1 mM de TEA; C, Producto de la resta digital de! ajuste
exponencial de la corriente resistente al TEA (linea continua en la figura 8) del registro control de la figura A
{peeling off). En D :se grafica la constante de tiempo de deactivacién de la corriente sensible al TEA {obtenida
del "peeling off'} vs el potencial alcanzado al repolarizar [a membrana. La comparacién directa de la
deactivacién en las tres familias de trazos de comiente {Kv3.1, Kv3.2 y lcp1ea ) se muestra en el panel E,
Aparecen, superpuestos y normalizados, los ditimos 100 ms de los trazos de cormiente obtenidos durante el
escalén de voltaje a +40 mV previo a la repolarizacién al potencial de mantenimiente de —40mV. Para
detalles ver texto.

Puede concluirse entonces, que las tres corrientes que se compararon son
muy similares entre si son respecto al proceso de activacidn. En cuanto a la
cinética de deactivacion, a las tres se les pueden ajustar constantes de tiempo
rapidas (<5 ms). De ellas, Kv3.1 es un poco mas rapida de Kv3.2, en tanto que la
corriente lgpyea presenta un valor intermedio, De esta conclusidn se desprende
que lgp 7eA reline un buen nimero de propiedades comunes a los canales Kv3.1 y

Kv3.2 observadas en las células CHO trasfectadas.
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Corrientes de potasio registradas en las Neuronas
del GP de tipo “B”.

En este grupo de células, menos abundantes que las tipo A’
caracterizadas por poseer somas grandes, multipolares con 5 o mas dendritas
{figura 26), el protocolo de pulsos aplicado desde un potencial de mantenimiento
de —40 mV produjo corrientes de potasio de tipo rectificador retardado, como las
que se ilustran en el panel A dg la figura 34. La cinética de activacion de las
corrientes registradas en estas células susle ser mas rapida que aquelia regisirada
en las células del tipo “A" 0 en las células CHO transfectadas con transcritos de
Kv3.1 o Kv3.2 (Tiempo de ascenso 1, = 14.0 £ 1.2 ms, n=3, Comparese con las
corrientes de tipo A). Asimismo, estas corrientes mosiraron una constante de
tiempo de deactivacion relativamente lenta (1 = 25.86 + 1.17 ms fuege de un pulso
a + 40 mV; n = 4). Después de la aplicacion de 1 mM de TEA, las corrientes
sostenidas se inhibieron aproximadamente en un 15% como se ejemplifica en el
panel B a diferencia de lo observado en las células tipo "A” donde la aplicacién de
TEA inhibio el 50% de la corriente total aproximadamente.

La corriente resistente a TEA presentd una cinética de activacion mas lenta
que la control {1,n = 224 + 25 ms, n=3) y la constante de tiempo de la
deactivacion fue también mas lenta (t = 35.38 + 1.10 ms) luego de un pulso a + 40
mV (n = 4), Sorprendentemente, se encontrd que en la mayoria de ias células de
tipo “B", el componente de corriente sensible a TEA (lgp tea, panel C) obtenido por
la substraccion digital de los frazes en A y B, estuvo compuesto
predominantemente por una corriente que se activa y se inactiva rapidamente (1oq
fapteEr = 1.8 £ 0.4 MS; tinae Igp.Tea = 11.1 £ 3.0 ms, como una exponencial simple a
+60 mV. n = 3, respectivamente). Ademas del componente rapido transitorio, la
corriente lgp tea de las células de tipo "B" incluyo también a un componente de tipo
rectificador retardade sostenido de amplitud variable.

En general, la magnitud del componente sostenido de la corriente Igp1es
que se registrd en las células de tipo "B’ fue siempre menor que el componente
inactivante y mucho menor que la coriente sostenida que se registra en las
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célufas de tipo *A”. Estas proporciones variaron significativamente de una célula a
ofra.

Aqui cabe preguntarse: ¢ es posible que la corriente inactivante sensible al
TEA que se encontrd en las neuronas del GP de tipo "B" fuese también un
producto de la actividad de canales codificados por transcrilos de las subfamilia
Kv3?

Una forma de responder a esta pregunta es examinando la dependencia del
voltaje y la cinética de este componente de cormriente. En el panel D se grafico, la
conductancia normalizada (G/Gmax) en funcién del voltaje para la comiente
transitoria rapida (medida al pico de corriente). Con linea continua se encuentra el
ajuste de los datos experimentales a la ecuacidén de Boltzmann. Como puede
verse, [a corriente transitoria sensible al TEA tiene un alto umbral de activacion (~-
20 mV) y los valores de los parametros Vi ¥ k que resultan de! ajuste de la
ecuacion de Boltzmann (15.47 0.5 mV y 14.34 + 1.0 mV, respectivamente; n=4),
san muy similares a los obtenidos para las corrientes Kv3.1 y Kv3.2 expresadas en
células CHO (figura 22 paneles E y F) o para la comriente lgp7ea registrada en las
neuronas del GP de tipo "A” (figura 29 panel D).

En panel E se graficd el valor de la constante de tiempo de la inactivacién
de esta corriente en funcién del potenciél durante el pulso despolarizante.
Claramente, la inactivacién es fuertemente dependiente del voltaje, acelerandose
a medida que la despolarizacién aumenta.
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Figura 34. Caracteristicas de las comientes obtenidas en las células tipo B del GP de {a rata.
Registros tipicos de corrientes de potasic obtenidos en una célufa de tipo B. A, control, B, corriente resistente
al TEA y C. corrientes sensibles & TmM de TEA  En todos los casos se partié de un potencial de
mantenimiento de —40 mV, el primer pulso de aplicd a -30 mV alcanzando un nivel maximo de +50 mv.

En estas células la dosis mencionada de TEA bloqueo una corriente transitoria similar a la expresada
por los transcritos Kv3.3 o Kv3.4 en los ovocites de Xenopus. En lo que respecta a la comiente resistente a
1mM de TEA, esta mostrd las caracteristicas de un rectificador sostenido con deactivacién lenta que
representd aproximadamente el 85 0 90% de la corriente contrel inicial. La corriente sensible al TEA esta
compuesta predominantemente por una corriente que se activa répidamente y que presenta una marcada
inactivacion. D: Curva de conductacia maxima. Se muestra la curva de activacion para lgp1es (1=4) medida al
pico. El umbral de activacién se ubica entre los —15 y los —10 mV. Los cuadros representan los valores
experimentales, la linea al mejor ajuste a la funcién de Boizman. E: Se muestra la dependencia del voltaje de
la inactivacién de la comiente igpyea. L2 llnea representa el ajuste linear de los datos experimentales
mostrados en circulos llenos.
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Un criterio adicional para identificar corrientes mediadas por canales Kv3 es
la cinética de deactivacion. La pregunta que surge entonces es: ¢La cinética de
deactivacion de la carriente inactivante rapida presente en las células de tipo B es
répida?.

Para estudiar &sto, se recurrié a un protocolo que consistid es aplicar un
prepulso de voltaje partiendo desde — 40 hasta +50 mV (el cual activa eficazmente
la corriente inicial) durante 3 ms, tiempo suficiente para que 1a cofriente transitoria
alcanzara el pico m"aximo de la corriente transitoria. Posteriormente se aplicaba
un pulso de prueba hiperpolarizando la célula hasla —100 mV y regresando
entonces a —30 mV en incrementos de 10 mV cada vez. La duracion totat del ciclo
fué de 50 ms.

Un ejemplo de las corrientes sensibles a TEA en las células tipo “B°
obtenidas como en casos anteriores y mediante este protocolo se muestran en la
figura 35. Los registros muestran claramente el curso temporal de la activacién y
parte de la inactivacion de la corriente transitoria inicial. Aunque la comiente ya
habia comenzado a inactivarse cuando termind el pulso condicionante, adin
permanece una fraccién de suficiente amplitud para examinar la cinética de las
colas de cormriente. Nétese que las colas de corriente obtenidas en los trazos
control, fienen un curso temporal relativamente lento (10.64 £ 1.7 ms a + 40 mV,
n=3). Después de la aplicacién de 1 mM de TEA, la amplitud de las corrientes
registradas se reduce y la cindtica de activacion se enlentece. Las colas de
corriente en estas condiciones también se enlentecen: tns. = 14.66 £ 3.4 ms a + 40
mV (n=3). En cambio, los registros de corriente sensible a TEA, obtenidos
mediante la resta digital de los trazos en A de los trazos en B, muestran
claramente el curso temporal de |la activacién y parte de la inactivacion de la
corriente transitoria inicial. Las colas de comiente resultaron ser bastante mas
répidas (panel C, 4.39 £ 1.4 ms a + 40 mV, n=3). En la figura 36 se graficd la
dependencia del voltaje de la constante de tiempo de deactivacion para la
corriente que se registra en condiciones control (cuadros) y para las corrientes
sensibles al TEA (circulos). Como puede observarse, la deactivacion en
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condiciones control tiene una menor dependencia del voltaje que la corriente
sensible a TEA. A potenciales muy hiperpolarizados, las constantes de tiempo de

deactivacion se aproximan a valores cada vez menos dependientes del voltaje.

+10

-100

Figura 35. Deactivacion de la corriente transitoria. A, control: B, cofrientas resistentes a 1mM de TEA
y C, corriente gensible a tmM TEA. En el inserto se muestra el protocolo empleado para determinar los
parametros cinéticos de la inactivacién de la cormiente transitoria, Los trazos mostrados comesponden a la
substraccién digital de los protecolos de corriente mostrados en el inserto antes y después de la aplicacidn de
1mM de TEA. El potencial postpulso varié de =100 a +10mV durante 20 milisegundos en incrementos de 10
mV muestreados & una velocidad de 200 kHz. Antes del pulso de prueba la velocidad de muestreo fue de 2
kHz. La lfnea punteada representa el momento en el cual cambid la velocidad de muestreo. La velociodad de
deactivacion de la corriente transitoria fue muy rapida; 1gep.. 8 +40mV = 4393 1.4 ms, n= 3.

La corriente transitoria inicial que se registra en las neuronas de tipo “B”
tiene al menos tres caracteristicas comunes con las corrientes expresadas en
sistemas heterdlogos transfectados con transcritos de la subfamilia Kv3: 1) Se
bloguea por TEA a bajas concentraciones, 2) Posee un alto umbral de activacién
y, 3) Posee colas de corriente répidas. Basados en estos datos y en las
propiedades cinéticas de las corrientes encontradas en estos Ultimos
experimentos, es posible proponer que las células de! GP de tipo “B" expresan una
corriente de potasio dependiente del voltaje producida por la actividad de canales
formados por subunidades codificadas por transcritos Kv3. De confirmarse, este
inesperado resultado seria sorprendentemente dado que estudios previos
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utilizando hibridacién in situ revelaron niveles muy bajos de expresion de los
RNA’s mensajeros para las proteinas Kv3 con caracteristicas inactivantes (Kv3.3 y
Kv3.4) en el sistema nervioso central de la rata. Por otro lado, e! GP no parece ser
uno de los ndcleos que expresan estos transcritos en forma mas abundante.

Los resultados de las propiedades biofisicas encontradas en este trabajo
para las corrientes Kv3.1 y Kv3.2 expresadas en células CHO asi como para sus
posibles homélogos nativos en las células del GP se resumen en la tabla 8.

40__ -—m— Control
354 —@—1mM TEA
° 1 @
@ 30
EE |
S5 25-
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o S 204
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5§ 9]
O3 10-
! a—N
5] o—e W & m—
4 B
0

110 -100 -90 -80 -70 -60 -30 -40 30
Voltaje post-pulso (mv)

Figura 38. Dependoencia del voltaje de la comiente transitoria identificada en las células tipo B del
globo pélido. Para detalles ver texto.
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Tabla 8.
PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS DE LAS CORRIENTES KV3 Y
lgp.Tea EN LAS NEURONAS PALIDALES TIPO AYB.

Activacion

1 1r4
VoumV.  VE MY KMV 1 ms  la, MS L inactecins MS

Kv31' -20a-10 18.1 11.0 3.4 25 ND
Kv3.2' -20a-10 121 8.4 40 5.0 ND
Kv33? -20a-10 154 143 4.0 ND 111
Kv3.4%? -20a-10 140 85 4.0 ND 199
lgp.TEA
) 20 a -10 16.9 106 42 36 ND
lep.TeA
®)° 20a-10 155 14.3 36 15.0

1. Este trabajo
2. Rudy et al, 1999,
Todos los registres fueron realizadas a temperatura ambiente, Vo, voltaje minimo al cual la activacién de la

corriente es significativa; V', potencial de membrana al cual la conductancia es [a mitad del maximo; k,

pendiente de la curva G/Gmax nermalizada, Voltaje necesario para producir un incremento de o veces en la
conductancia; 1, tiempo necesario para que la comiente se incremente del 10 al 90% de su valor méximo en
corrientes de lipo no inactivante. En comientes inactivantes representa e! tiempo al pico, ambos & +40 mV, wa,
constante de tiempo de la deactivacién a un voltaje de —40 MV, lnactvacian, Constante de tiempo de 1z
Inactivacién a +40 mV; ND, no determinado.

Identificacion de las corrientes Kv3.1 y Kv3.2.

.Con e} objeto de obtener mas evidencias sobre la posible identidad de las
corrientes aisladas en las células disociadas del GP de la rata, se realizd un grupo
de experimentos utilizando AMPc y un éster de forbol (PMA) como criterios de
identificacion especifica para las corrientes Kv3.2 y Kv3.1 respectivamente.

Al respecto, experimentos anteriores (Covarrubias et al, 1992,1994; Drain et
al, 1994; Moreno et al, 1995) han mostrade que todas las proteinas pertenecientes
a la famifia Shaker poseen al menos uno o dos sitios consenso para fosforilacién
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por protein-cinasas C (PKC, S/T-X-A/L) y para protein cinasa A (RPSFDAILY), en
el conector citoplasmico entre los segmentos S4 y S5 una region constitutiva del
poro de permeacion (Kemp y Person, 1990; Isacoff et al, 1990; Isacoff et al, 1991,
Jan y Jan, 1992; Durret y Guy, 1892) y en el extremo N terminal respectivamente
(Vega-Saenz de Miera, et al, 1994). Estas secuencias estan presentes en todos
los transcritos Kv3 reportados hasta el momento y en algunos casos, existe
avidencia de su posible pape! fisioldgico: los estéres de forbol, que pueden activar
directamente a la PKC, suprimen [a actividad de los canales Kv1.3 en ovocitos de
Xenopus y en células T-Jurkat. Efectos que son eliminados por inhibidores de la
PKC (Aftali et al, 1992° Payet y Dupuis, 1992, Aiyar et al, 1993b). Resultados
similares han sido reportados en canales de tipo Kv3.1 (Critz et al, 1993), Kv1.4
{Fahrig et al, 1992); Kv4.2 (Blair et al, 1992) y en canales Kv23 (Moran et al,, 1991,
Moreno et al, 1995).

En la figura 37 se muestran los resultados de la exposicion a PMA (20 nM)
y AMPc (2 mM) en las células CHO trasfectadas con canales Kv3.1 y Kv3.2.

La exposicién a AMPc y PMA produjo en 1as células CHO transfectadas con
{os transcritos de los canales Kv3.2 y Kv3.1 una reduccion en la corriente maxima
de 43.89 £ 4.61% (n = 3) y de 47.50 £ 7.65% (n = 3) respectivamente. En ningin
caso se observd inhibicion alguna de los canales Kv3.1 por la exposicion al AMPc
como tampoco se observo inhibicién de lgs canales Kv3.2 en presencia de PMA
(datos noc mostrados).

Los resultados de la aplicacion de estas drogas en las células del GP se
muestran en la figura 38. El AMPc produjo una reduccién de 35.84 £ 6,87 % (n =
3) de Ia corriente total observada en el contro!, mientras que en el segundo caso,
el PMA redujo en un 16.00 £ 4.42 % la corriente maxima. La aplicacién de ambas
drogas, en las concentraciones ya mencionadas, a una misma célula redujo ia

corriente total en un 38.14 + 9.87 % (dato no mostrado).
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Figura 37. Efecto def AMPc y del PMA en las células CHO transfectadas con los trascritos Kv3.2 y
Kv3.1. Ay D: Contral, Kv3.1 y Kv3.2 respectivamente, B y E: Corrientes resistentes a AMPc (2 mM} ¥ a
PMA(20 nM) respectivamente. Cy F: Comientes sensibles, Para detalles ver texto.
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Figura 38. Efecto del AMPc y del PMA en las células de! globo pélido de la rata. Ay D: Control, B y
B8: Corrientes resistentes a AMPc (2 mM)} y E: hacia PMA{20 nM) respectivamente. € y F. Corrientes
sensibles. Para detalles ver texto.

98



EXPERIMENTOS DE INHIBICION DE CORRIENTES Kv3 POR
EXPRESION DE TRANSCRITOS DOMINANTES NEGATIVOS.

Un segundo acercamiento para intentar |a identificacion especifica de las
corrientes aisladas en las células disociadas del GP se realizd mediante la
transfeccion de un constructo dominante negativo unido a la proteina fluorescente
verde {(GFP, Moreno et al, 1935). La idea principal de esta série de experimentos
radico en inducir la sobre-expresion de una subunidad Kv3 truncada en {a region
H5 (figura 39). Los canales resultantes en su forma homomultimérica, serian
incapaces de conducir corriente alguna. Debido a la capacidad de esta subfamilia
para formar canales heteromultiméricos y con base en ias observaciones de
McKinnon y colaboradores (revisadas en Pongs, 1995), en las que una sofa
subunidad basta para modificar las caracteristicas biofisicas de la proteina
funciona! tetramérica, se esperaba que la sobreexpresién de este dominante
negativo compitiera con |as subunidades normales en la formacién de los canales
idnicos normales y poco a poco fuera capaz de ir formando proteinas
“defectuosas” incapaces de conducir corriente, eliminando asi cualquier
componente de corriente Kv3 en las células del GP de la rata en cuitivo.

En la figura 40 se muestran folografias de neuronas transfectadas con el

censtructo del dominante negativo mas la proteina fluorescente verde.

Los resultados se resumen en la figura 41.

En los paneles superiores se encuentran las familias de curvas de corriente
obtenidas en una célula 36 horas después de haber sido transfectadas con el
constructo dominante negativo. En A se encuentra el control, en B la cormriente
resistente a 1 mM de TEA y en € la corriente sensibfe a TEA obtenida mediante
substraccion digital de las dos primeras. El porcentaje aparente de corriente
sensible al TEA no es diferente al obtenido en las células no transfectadas
{comparar con los registros mostrados en la figura 29). En ia grafica inferior (panel
D) se muestra en barras con error estandar, la densidad de la corriente sensible a
1 mM de TEA contra las horas postransfeccion. Los resultados se discuten mas
adelante,
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Figura 39. Constructc dominante negativo. En la parte superfor se muestra un esquema dal constructo
dominante negativo émpleado en algunas trasnfecciones realizadas en neurcnas del GP de Ia rata, En todos
los casos en donde ésta subunidad fue incorporada a la estructura tetramérica de un canal de potasio, el
resultante fue incapaz de conducir comriente alguna.

Figura 40, Microfotografias de las celulas del GP rnantenidas en cultivo durante 36 y transfectadas con un
constructo dominante negativo y GPF, En la coumna A se muestran las mismas células fluorescentes que en
B pero bajo microscopla de campo claro. Las céhilas fluorescentes incorporaron eficientemente el constructo
y supuestamente expresaron las subunidades truncadas. La barra de calibracion equivale a 20 micrometros.
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Figura 41. Inhibicién por un constructo dominnate negativo de las corrientes Kv3 existentes en las
células del globo pélido de la rata 35 horas post-trasnfeccién. A: Control, B: Corriente resistente a 1 mM da
TEA, C: Corriente sensible a TEA obtenida por substraccion digital de A menos B. En el panel D se muestra
graficado con barras de error estandar la densidad de comriente contra las horas post-transfeccion.

Reaccion en Cadena con Polimerasa y reverso
transcriptasa en Célula Unica.

Debido a |a falta de anticuerpos especificos contra las proteinas Kv3.3 y
Kv3.4, empleamos RT-PCR para identificar y en su caso confirmar la presencia de
estos transcritos ademas de los generados por los genes Kv3.1 y Kv3.2 en los dos
principales tipos celulares del globo palido de la rata descritos en este trabajo.
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En la figura 42 se muestran los resullados de esta serie de experimentos.

Los estudios revelan que los transcritos Kv3.2 son los mas abundantes,
encontrandoseles en la mayoria de las células tipo A (81%) y en algunas células
tipo B (64%). El transcrito Kv3.1 se encuentra principalmente en las células tipo A
(85%) al igual que &l transcrito Kv3.3. En lo que respecta al transcrito Kv3.4, este
se encuentra Unicamente en las céiulas tipo B. En ningin caso se observaron
bandas accesorias. Para comprobar la identidad de los productos obtenidos, se
tomo una banda al azar de cada uno de los transcritos amplificados y se envid a
secuenciar al Servicio de Biologia Molecutar de NYUMC, quien confimo la
especificidad de la reaccion (datos no mostrados).

Los resultados de esta serie de experimentos se resumen en la tabla &
donde la existencia relativa de los transcritos Kv3 se indica mediante asteriscos.

Tabla9
Reaccidén en Cadena con Polimerasa en Células Unicas de Globo
Palido

TIPOS CELULARES Kv3.1 Kv3.2 Kv3.3 Kv3.4
Bipolares *aw ew ey

Triangulares ok *kE T

Tipo B * = e

««++ Presente en el 100 % de la poblacidn cetular total examinada.
«+» Presente entre el 65% y e! 85% de la poblacién celular total examinada.
== Presente en el 50% de la poblacidn celular total examinada.

* Presente en menos del 25% de la poblacién celular total examinada.
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3.13.2 3.3 3.4

Figura 45. Reverso Transcriptasa y Reaccidn en Cadena mediada por Polimerasa en células Unicas
del GP de la rata. Los productos amplificados al utilizar el cDNA, especifico para cada uno de los cuatro
diferentes miembros de la familia Kv3 como templado se muestran en el panel A. En cada caso, en la primer
columna (M) se muestra el marcador de peso molecuiar (X174 cortado con Hase Il io que nos da un rango
de bandas desde 72 hasta 1,353 pares de bases, Promega Co. Madison, wi}). Cada producto tiene un peso
molecular particular lo que facilita su identificacién cuande son analizados mediante electroforesis en gel
(Kv3.1 = 440, Kv3.2 = 447, Kv3.3 = 209 y Kv3.4 = 459). En los paneles 8-E se encuentran |as bandas
amplificadas en varias células tipo A y tipo B pare cada uno de los diferentes transcritos. £n la parte superior
de cada fotografla se indica el transcrito particular (B: Kv3.1, C: Kv3.2, D; Kv3.3 y E: Kv3.4), la barra blanca
marcada amba de los pozos coresponde al total de células de cada tipo empleadas en los experimentos
meostrados. Cada carril cofresponde a una sola célula.
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DISCUSION.

Los transcritos de los genes Kv3 son un buen punto para empezar a
investigar la relacién entre los multiples canales que han sido clonados hasta i
momento y los canales nativos, entre olras cosas por sus particulares
caracteristicas electrofisiolégicas, farmacolégicas y porque la evolucién de los
genes Kv3 parece haber sido distinta a la evolucién de otros miembros de la
superfamilia de canales de potasio dependientes de voltaje descritos hasta el
momento.

En general, los productos Kv mamiferos son mas similares hacia alguno de
los cuatros genes similares a Kv en Drosophila que entre los productos de las
diferentes subfamilias en los mamiferos. Lo anterior indica que el gen precursor de
cada subfamilia existia ya previamente a la divergencia entre cordados y
artropodos. Asi, las proteinas Kv3 son mas similares a los productos del gen
Drosophifa Shaw que a ninguna otra proteina de la misma subfamilia en fa mosca
o en los mamiferos. Mas aun, el porcentaje de identidad entre los aminoacidos
entre las proteinas Shaw y las Kv3 de los mamiferos (49-56%) es
significantemente menor que la observada entre los distintos homologos de la
mosca y los mamiferos (70-80%). Significativamente, mientras que las proteinas
Kv3 son parecidas con Shaw en algunas regiones, son altamente similares con
otros miembros de la subfamilia Kv en el dominio S4 y en las secuencias cercanas
a dicho segmento.

Funcionalmente las proteinas Kv3 del mamifero difieren considerablemente
de los canales Shaw.

Cualesquiera que hayan sido los mecanismos que expliquen la evolucion
de esta subfamilia de canales de potasio dependientes de voltaje, los canales Kv3
parecen ser de reciente adquisicion y especificos en ia linea de origen de los
mamiferos, lo que sugiere que pueden estar siendo usados en propiedades
neuronales especificas a dichos organismos.
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Corrientes Kv3.1b y Kv3.2a Expresadas en un Sistéma de
Expresion Heterologa de Mamifero (Células CHO).

Los cDNA's de los transeritos Kv3.1 y Kv3.2 transfectados en células CHO
expresaron corrientes de potasio dependientes de voltaje de tipo rectificador
sostenido similares a las expresadas en ovocitos de Xenopus por estas mismas
proteinas (Vega Saenz de Miera et al, 1994; tabla 5). Hasta el momento de
terminar este trabajo, no habia sido posible la expresién de los transcritos Kv3.3 ¥
Kv3.4 de manera asilada en ningun sistema de expresién heterdlogo.

Los estudios con células de mamifero tienen muchas ventajas sobre €l
sistema de expresién que utiliza ovocitos de Xenopus. Quiza la mas importante es
la posibilidad de compararias con aquellas que se registran utilizando los mismos
metodos en células nativas. Asimismo, es mas probable que la proteina sea
procesada de igual manera en una célula de mamifero que en un ovocito.

Las células CHO sin trasfectar practicdmente carecen de cualquier tipo de
corrientes salientes de polasio detectables con los métodos empleados en este
trabajo. La pequefias variaciones que pudieran ser encontradas cuando las
distintas corrientes expresadas en células CHO son comparadas con aquellas
expresadas en otros sistémas célulares (P. ej. células HEK-293T) pueden ser
atribuibles a diferencias mencres en las condiciones de registro (Murakoshi et al,
1997). Cabe resaltar que en nuestros experimentos, la contaminacién por otras
corrientes de potasio de bajo umbral de activacion o aclivadas por calcio es
despreciable, dado que las células carecen de cualquier otro tipo de conductancia
endogena y debido también a las diversas manicbras empleadas para eliminarlas
(vease métodos).

Las corrientes de interés en este trabajo poseen varias caracteristicas en
comin que las diferencian de otros rectificaderes sostenidos activados por voltaje
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descritos con anterioridad, algunas de las cuales se reporlan por primera vez en
este trabajo (Rudy et al, 1988 *®; Grissmer et al,1994; Coetzee et al, 1999);

1) Un rango de voltaje de aclivacién mas positivo que ningan otro canal
de potasio activado por voltaje conocido. Los canales de potasio con el umbral
mas cercano {Kv2.1-2.2) muestran una activacion significativa a 10 o 20 milivoltios
mas negativos. Ya que la probabilidad de apertura de los canales Kv3 es
significativa a potenciales mas positivos que --10 mV, estos canales estan abiertos
a potenciales de +30 o +40 milivoltios, como resuftado, 108 puntos medios de Ja
relacién entre corriente y voltaje no son diferentes de otros canales de potasio
{Coetzee et al, 1999).

2) El tiempo de ascenso de las comientes Kv3.1 y Kv3.2 es
relativamente rapida. Mas rapida que cualquier otro canal activado por el voliaje.
De entre la familia Kv3, los canales Kv3.4 son los rapidos.

3) En contraste con otros rectificadores sostenidos, las corrientes Kv3.1
y Kv3.2 no se inactivan significativamente durante los pulsos de despolarizacion y
no exhiben inactivacién acumulada {Coetzee et al, 1999).

4) Estos canales poseen una inusual y muy alta velocidad de
deactivacion posterior a la repolarizacion. Esta propiedad fué descrita por primera
vez para las corrientes Kv3.1 expresadas en células NIH-3T3 y en LS29 por
Grissmer y colaboradores en 1994. Ellos encentraron que las corrientes Kv3.1 se
decativan aproximadamente 10 veces mas rapido que ningJdn otras corriente de
potasio clonada y expresada hasta el momento. En contraste, las corrientes Kv3.4
deactivan mas lentamente debido a una incapacidad de cerrarse hasta que la
inaclivacion no haya sido removida. Hasta este trabajo se habian considerado a
las corrientes Kv3.1 y Kv3.2 como indistinguibles entre si. Sin embargo en las
células CHO es evidente que las corrientes Kv3.2 se deactivan aproximadamente
5 veces mas rapido que las Kv3.1,
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5) La conductancia unitaria de los canales Kv3 es la mas alta que para
ningun otro canal de potasio (Coetzee et al, 1999).

Cabe mencionar que la deactivacién rapida es un prefequisito en aquellos
canales involucrados en la generacion de un patrén celular de disparo en altas
frecuencias (Hille 1992; Johnston y Miou-Siu, 1995; Robertson 1997),

Farmacologicamente, hasta e momento no han sido descritos
bloqueadores especificos para los canales Kv3.1 y Kv3.2. Sin embargo, tanto en
ovocitos como en los diferentes sistémas heterdlogos probados, todas las
proteinas Kv3 son extremadamente sensibles a TEA a a 4-AP. Esta sensibilidad
puede ser explolada para discriminar entre diferentes corrientes de potasio. Las
corrientes Kv3 pueden ser bloqueadas en un 80% por TEA 1 mM. Esta
concentracién produce una inhibicion sigificativa solamente en esta subfamilia de
canales de potasio (Coetzee et al, 1999) incluyendo los canales de potasio
activados por calcio de alta conductancia pertenecientes a la subfamilia Slo, a fos
canales Kvi.1 y a los KCNQ2 (Costzee et al, 1999).

Los canales Kv3 también son muy sensiblas hacia e} 4-AP, sin embargo, los
valores reportados de dosis media para esta toxina varia entre los diversos
estudios reportados. Estas variaciones pueden estar reflejando, el menos en parte,
una cinetica compleja de union a la proteina en diferentes estados (Coetzee et al,
1999). Nosotros creemos que el TEA es mejor bloqueador que el 4-AP para esta
familia de canales de potasio ya que muchos otros canales de potasio son tan
sensibles o incluso mas sensibles hacia esta droga que los Kv3, incluida la ubiqua
corriente “D” (Coetzee et al, 1999).

Canales Kv3.1 y Kv3.2 en Neuronas Palidales del Tipo A.

En todos los casos, las neuronas bipolares y triangulares, arbitrariamente
designadas como de “tipo A", la concentracion de TEA empleada en este trabajo
para aislar mediante substraccion digitaf punto a punto aquellas conductancias con

un alto umbral de activacién, reveld ia presencia de un compenente de potasio del
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tipo reclificador sostenido similar a las corrientes producidas por las protginas
Kv3.1 y Kv3.2 en diversos sistemas de expresién heterdloga (células HEK,
linfocitos T, ovocitos de Xenopus y células CHO; Grissmer et al, 1994, Vega
Saenz de Miera et al, 1994).

Se confirmé mediante RT-PCR en células Unicas fa existencia en estas
celulas de los transcritos Kv3.1 y Kv3.2 y si bien la comparacion de los parametros
de activacion no mostré ninguna diferencia entre las corrientes Kv3.1, Kv3.2 en
células CHO y aquella aislada en las neuronas de! GP de la rata (lgr.1ea). 1@
constante de deactivacién en esta Ultima mostré tener un valor intermedio entre
las dos primeras,

Con el objetivo de contar con elementos adicionales de identificacién, las
neuronas tipo A fueron expuestas a AMPc (2 mM) y PMA (20 nM) ya que como se
indicé anteriormente, fos canales Kv3.2 y Kv3.1 responden selectivamente hacia
estos agentes en virtud de la presencia de secuencias consenso para protsin
cinasa A y C respectivamente. Sin embargo, a pesar de que las celulas CHO
transfectadas respondieron positivamente y de manera selectiva hacia dichas
substancias reduciendoc la corriente expresada en aproximadamente 50% del total,
en las células del GP no pudieron obtenerse resultados concluyentes, ya que el
grado de inhibicién fue modesto y el porcentaje ds la corriente modulada mostré
en ambos casos, una constante de deactivacion de valor intermedio.

Los resultados obtenidos en conjunto con el equipo del Dr. Bernardo Rudy
(ver articulo en el anexo) mediante estudios inmunociloquimicos y de co-
inmunoprecipitacién utilizando anticuerpos contra los canales Kv3.1, Kv32 y
contra parvoalbumina (PV), permiten sugerir que al menos en este tipo neuronal,
las tres proteinas coexisten. Y ya que los transcritos Kv3.1 y Kv3.2 coprecipitan,
as probable que existan como complejos heteromultiméricos.
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Al respecto, existen numerosos datos sobre las propiedades biofisicas que
podrian esperarse coma resultado de la formacion de canales heteromultiméricos
(Isacoff et al, 1990; McCormack et al, 1990, Ruppersberg et al, 1990; Covarrubias
et al, 1991, Salkoff et al, 1992; Shen et al, 1993; Wang et al, 1994, Weiser et al,
1995). Sin embargo, debido a que se desconocen las caracteristicas de este tipo
de proteinas formadas entre miembros de una misma subfamilia con propiedades
tan simitares entre si, resulta dificil predecir si la corriente esperada poseeria
propiedades intermedias o totalmente novedosas. A pesar de lo anterior, la
aparente conservacion general de los parametros cinéticos encontrados en esta
tesis, permiten concluir que las propiedades de los canales nativos que contienen
subunidades Kv3.1 y Kv3.2 no son significativamente afectados por factores tales
como subunidades reguladoras adicionales (subunidades B, Pongs, 1995) o por
modificaciones postraduccionales (como es el caso de otras subunidades de
canales de potasio clonadas), al menos en el tipo de células y bajo las condiciones
que fueron utilizadas aqui.

Canales Kv3.3 y Kv3.4 en Neuronas Palidales del Tipo B.

El resultado mas sorprendente en este estudio fue el hallazgo de una
corriente transitoria, de alto umbral de activacién, sensible a bajas
concentraciones de TEA en una subpoblacién pequefia de las células disociadas
del GP de la rata, dasificadas aqui como “células tipo B" (ver figura 26). En estas
celulas, las corrientes aisladas fueron muy similares a aquellas expresadas por las
proteinas Kv3.4 en ovocitos de Xenopus (Rudy et al, 1988% Rudy 19913, b c;
Rudy et al, 1992; Vega-Saenz de Miera et al, 1992, 1994). Estos resultados
sobresalen en virtud de los estudios previos realizados por Weiser en 1994
{Weiser et al, 1994) donde reportd la presencia de los transcritos Kv3.4 en las
células del globo palido como “muy baja” o apenas “por encima de los niveles de
la sefial inespecifica”. En este estudio, Weiser y colaboradores establecieron que
la aparente baja expresidon de eslos transcritos deberia ser interpretado con
precaucién ya que aun con bajos niveles de expresion, los transcritos Kv3.4
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coexpresados con otros transcritos Kv3 pueden ser importantes fisiologicamente,
debido principalmente a que las subunidades 3.4 pueden formar complejos
heterdlogos con otros canales, lo que resultaria en una significativa amplificacion
de la corriente transitoria o la aparicién de corrientes con caracteristicas cineticas
nuevas (Rudy et al, 1991 *®). Los resultados presentados aqui parecen confirmar
esa aseveracion. )

Los resultados de la amplificacion del mRNA de las subunidades Kv3.4 por
RT-PRC utilizando sondas especificas, confirmd su presencia exclusivamente en
las células tipo B. (ver figura 46).

De acuerdo con los resultados reportados por primera vez aqui, aungue (a
corriente Kv3.4 contribuye relativamente poco proporcionalmente en [a magnitud
de la comiente total, ésta si produce un efecto importante sobre la cinética de
activacién de |la misma. Las familias de corrientes de potasio resistentes al TEA y
el control no son significativamente diferentes en la magnitud de la corriente
original, pero las primeras son claramente mas lentas despues de habérseles
substraido el componente inactivante de alto umbral de activacion sensible af TEA
(ver figura 36). Lo anterior permite proponer nuevas hipbtesis sobre el papel de las
corrientes transitorias del tipo observado en las células de tipo B del globo palido:
Estas corrientes aceleran el tiempo al pico de las corrientes repolarizantes sin
incrementar significativamente los niveles de la corriente total en el estado
gstacionario.

Por otro lado, aunque en los experimentos de RT-PCR se confirmd la
presencia del transcrito Kv3.3 (también sugerida su presencia en estas células por
Weiser y colaboradores en 1994} no fue posible identificar ninguna corriente con
caracteristicas similares (ver tabla 5) a estas conductancias en ias células del GP
de larata,

Se proponen al menos tres posibles explicaciones para lo anterior:

1) Es probable que los niveles de expresion para estos canales sean

extremadamente bajos lo que ocasionaria que las corrientes producidas

110




2)

3)

por estas proteinas queden encubiertas por otras de mayor tamafio.
Debido a que las propiedades cinélicas son muy similares entre los
miembros de esta subfamilia de canales de potasio y a que la velocidad
de inactivacion presente en esta conductancia es relativamente lenta, su
aislamiento es dificil.

Estas proteinas pueden estar siendo moduladas de diversas maneras
en las células nativas (formacion de proteinas heteromultimericas,
fosforilacién, regulacion por expresion de otros canales, subunidades
reguladoras, efc.) lo que podria modificar caracteristicas tales como su
sensibilidad a TEA, umbral de activacién, cinética de inactivacion etc.

Hasta e! momento solo ha sido posible expresar estas proteinas en
ovocitos de Xenopus, por lo que se desconoce la cinética de estos
canales expresados en diferentes sistemas heterdlogos particularmente
del mamifero. Al respecto existe (escasa) evidencia que permite
proponer que estas corrientes expresadas en células HEK expresan
corrientes de tipo rectificador sostenido (Vega-Saenz de Miera,
comunicacion personal).

Experimentos de Supresién de Componentes Especificos de

Corriente por la Expresién de Transcritos Dominantes Negativos.

Esta estrategia se intentd con el objeto de inhibir in vivo especificamente a

los canales de potasio de la subfamilia Kv3.

Desafortunadamente, aunque se consiguié transfectar con bastante éxito

arrojaron

un buen numero de células del GP en cultivo, los experimentos realizados no

ninguna diferencia significativa entre las neuronas del GP de la rata

trasfectadas con el constructo y las no trasfectadas.

Entre las posibles explicaciones para este resultado tenemos las siguientes:
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1) Quiza el tiempo de vida media del canal una vez insertado en la
membrana sobrepaso el peridde durante el cual se condujeron los registros
electrofisiologicos, de esta forma no se alcanzé el recambio necesario entre
subunidades normales y truncadas para producir un efecto apreciable.

2) Se desconocen las condiciones minimas para mantener en cuitivo a
las células del GP, de hecho, éste es el primer reporte del que se tenga idea
donde se logra mantenerlas in vifro por algunos dias. Hay que considerar que la
ausencia o presencia de algunos factores tréficos pueden estar favoreciendo la
aparicién o la desaparicidn de algunas caracteristicas particulares. De hecho,
existen evidencias tanto de la regulacion de la expresion como de la actividad de
diversos canales ionicos por factores troficos (Berger y Takahashi, 1990; Elliot et
al, 1998; Guo et al, 1998). Por otro lado, es posible que la interaccion con algln
otro tipo celular regute el fenotipo en las células del GP, por lo que habria que
considerar [a posibilidad de cocultivos para este lipo de estudios en neuronas
nativas del SNC.

Corrientes resistentes a TEA en las celulas del globo palido
de fa rata.

Resulta interesante tratar de explicar la identidad del componente de
corriente saliente que permanece después de la aplicacién de 1 mM de TEA en las
células del globo palido de la rata.

La concentracion de TEA ulilizada en estos experimentos produce una
inhibicion significativa en muy pocos de los canales de potasio conocidos,
incluidos los canales Maxi-K activades por calcio pertenecientes a ia familia Slo
{Kg 80-330 uM) y los Kvi.1 (Kd~0.5mM; (Coetzee et al, 1899), por to que se
esperaria que de existir alguna conductancia de este tipo, permaneciera en la
fraccion de la comiente total insensible a fa droga. Par otro lado, es poco probable
que alguno de estos canales contribuya de alguna forma en la corriente aislada en
las células del GP. En el primer caso, porque la activacion de las corrientes
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dependientes de calcio fué suprimida completamente adicionando en la solucién
extracelular cadmio {200 uM), e intracelularmente, por el empleo de BAPTA (10
mM).

En lo que corresponde a las proteinas Kv1.1, aunque son expresadas de
manera exclusiva en el soma de las células del patido ventral (Wang et al, 1994),
eslas conductancias son bloqueadas efectivamente por Dendrotoxina (Kg~10-20
nM, (Coetzee et al, 1999} que en las células palidales, en concentraciones
superiores a 1uM, bloquea a un componente inactivante muy pequefio (~10-15%
del total de la camiente saliente) que recuerda mas bien al componente de
corriente “D” descrito por Storm (1989) y por Wu y Barish {1992) el cual es
significativamente inactivado a potenciales de mantenimiento cercanos a —40 mV
pero gque permanece oculto por otras conductancias (ver figura 32). La
Dendrotoxina también bloquea a otros miembros de la subfamilia Kv1 que no son
muy sensibles a TEA {Coetzee et al, 1999) y que posiblemente estén participando
en las corrientes similares al tipo *D° presentes en el componente insensible a
TEA en dichas células. Al respecto, Baranauskas y colaboradores (1999)
(Baranauskas 1999) basados en las caracteristicas cinéticas, farmacoldgicas y en
estudios reaslizados mediante amplificacibn del MRNA utilizando RT-PCR,
proponen que este componente de umbral de activacion refativamente alto y lenta
deactivacion, es producido por canales pertenecientes a la subfamitia de canales
Kv2 o Shab.

Significado Fisiologico de las corrientes llevadas por
canales de 1a subfamilia Kv3 en las neuronas del GP.

Las propiedades electrofisidlogicas inusuales de los canales Kv3, en
particular su voltaje-dependencia y su velocidad de deactivacién, hacen que
poseean efectos Unicos sobre la excitabilidad neuronal.

En tanto que los canales Kv3 estan abiertos significativamente selo cuando

el potencial de membrana esta despolarizado por arriba de los ~10 mV, se ha

sugerido que estos canales estan activos durante el pico del potencial de accién, y
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cuando estan presentes en cantidades suficientes, pueden influenciar su velocidad
de repolarizacién y por lo tanto, regular su duracién. Por otro lado, este tipo de
canales de potasio, de alto umbral de activacién pueden modular las propiedades
de disparo de las neurcnas en virtud de que no estan abiertos sino hasta gue la
espiga ha sido generada. Lo anterior hace que inlfuyan menos sobre el umbral de
activacion. Lo anterior contrasta con el papel de los canales de potasio activados
en potenciales mas negativos (Lenz et al, 1994; Vega Saenz de Miera et al, 1994,
Moreno et al, 1995, Weiser et al, 1995, Sekirnjak et al, 1997).

La deactivacién rapida de los canales Kv3.1 y Kv3.2 puede ser la clave de
su significado funcional ya que puede estar reduciendo significativamente la
duracion del postpotencial hiperpolarizante, contribuyendo asi a la reduccién del
periédo refractario absoluto facilitando el disparo en rafagas. De hecho el
tratamiento farmacoldgico que suprime las comientes Kv3 impide el disparo en
rafagas en las neuronas corticales en tanto que el bloqueo de otras conductancias
de potasio lo incrementa (Erisir et al, 1998). Muchas de las poblaciones
neuronales que expresan los canales Kv3.1 y Kv3.2 disparan trenes de
potenciales de accién a velocidades altas por ejemplo, las interneuronas de
disparo répido en la corteza cerebral y el hipocampo (Perney et al, 1992; Rudy et
al, 1992; Weiser et al, 1994, 1995, Du et al, 1996; Massengill et al, 1997; Martina
et al, 1998). La localizacién predominaniemente somato-axcnal de las proteinas
Kv3.1 y Kv3.2 en las neuronas del SNC {(Moreno et al, 1995; Weiser et al, 1995,
Sekirnjak et al,1997) es consistente con lo anterior ya que los bajos niveles de
expresion en las dendritas sugiere que estos canales practicamente no participan
en la integracién local de las sefiales postsinapticas en las sinapsis axo-
dendriticas,

Las propiedades electrofisioldgicas de esta subfamilia de canales de
potasio la hacen en principio, facilmente identificable y ya que una de las mas
activas y atraclivas areas de investigacion con los canales de potasio involucra la
localizacion anatomica y la descripcion de su papel fisioldgico especifico, la
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pregunta que salta a {a vista es ;porque no han sido descritos otros componentes
similares en las distintas células nativas que expresan los transcritos Kv37?, ¢ Cual
es su papel en el funcionamiento de las células del gp de la rata?

Un problema en la descripcion de estas corrientes es el hecho de se
scbrelapan con otras corrientes de potasio existentes en las células En el caso
especifico de las neuronas palidales, las corrientes Kv3 permanecen ocultas
principalmente bajo e! componente rectificador retardado (lk) aislado con 10 mM
de TEA por Stefani y colaboradores (Stefani 1992; Stefani 1995). Por otro {ado, las
caracteristicas biofisicas tan similares entre los distintos transcritos dificultan su
identificacion electrofisioldgica haciendo necesario el empleo de otras técnicas de
identificacién mas especificas y sensibles, como las que se basan en técnicas de
biologia molecular.

Con la idea de plantear posibles hipétesis sobre la participaciéon de las
conductancias codificadas en la subfamilia génica Kv3, nos parecié importante
tratar de cormrelacionar las conductancias identificadas en este trabajo, con los
tipos celulares basicos identificados en diversas especies de primates y roedores
mediante inmunocitoquimica y diversas técnicas de impregnacion metalica (Fox et
al, 1966; Fox et al, 1974, Iwahori'y Mizuno, 1981; Difiglia et al, 1982).

Les hallazgos inmunocitoquimicos utifizando a la Descarboxilasa de! Acido
Glutamico (GAD, una enzima critica en la via metabdélica de! Acido Gama Amino-
Butirico, GABA) como indicador, han permitido concluir que el principal
neurotransmisor en el GP de los mamiferos es el GABA (Grofova, 1975; DeVito et
al, 1980; DeVito et al, 1982; Kita y Kitai, 1991; Hortanilla et al, 1994; Kita, 1994 "
Rajakumar et al, 1994 * ® Parent y Hazrati, 1995 ° Riedel et al, 1998). En el
roedor, este neurotransmisor ha sido principalmente detectado en las células
bipolares y triangulares de tamano mediang a grande inmunocitequimicamente
negativas hacia calbindina (Hortanilla et al, 1994; Kita 1994* ®; Rajakumar et al,
1994*®; Riedel et al, 1998). En tanto, la regién peripalidal es rica en células GAD
negativas pero Colina Acetil-Transferasa (enzima limite durante la sintesis de la
Acetilcalinesterasa —-AChE-) positivas (CHAT+, Graybiel y Ragsdale, 1979
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Armstrong et al, 1983; Garcia-Rill, 1986%°). Esta poblacién CHAT+ es también
Calbindina positiva {CAL+; Rajakumar, 1997).

En la rata, aproximadamente 2/3 (67%) del total de las células en el GP son
inmunocitoquimicamente positivas hacia parvoalbimina (PV), morfolégicamente,
esta poblacidn es heterogénea, siendo posible encontrar células tanto bipolares
como triangulares PV+ distribuidas por todo el GP. De acuerdo con los estudios de
inmunolocalizacién realizados en colaboracién con el equipo del Dr. Bernardo
Rudy, las proteinas Kv3.1 y Kv3.2 estin presentes en la células de proyeccion
GABAergicas, PV+ (ver anexo 1 figura 2) que corresponden con la morfologia de
fa mayoria de las células disociadas e identificadas como de tipo “A”. Las celulas
que mostrarcn la corriente de tipo Kv3.4 comesponden con aquellas GABA-,
CHAT+. CAL+. Los estudios de RT-PCR confirman lo anterior.

Si bien, no hay muchos estudios sobre las propiedades electrofisiolégicas
de las neuronas palidales, la mayoria esta de acuerdo en Ja existencia
basicamente de tres tipos de neuronas desde el punto de vista de sus propiedades
electrofisiologicas intrinsecas:

1) Neuronas tipo I: {59% del total registrado) con un soma promedio de
40 X 23 um son silentes en el potencial de membrana (-65 £ 10 mV),
generan rafagas de espigas con fuerte acomodacion. En ellas han sido
identificadas una conductancia de calcio de bajo umbral y una corriente
transitoria de tipo A. Presenta potenciales postsinapticos inhibitorios.

2) Tipo II: {37% del total registrado) estas células poseen un soma de
29 X 17 pm. Disparan espontaneamente en el potencial de reposo (-59 + 9
mV). Presentan también disparos repetitivos (<200Hz) con débil
acomodacién. En estas células ha sido identificada una corriente de calcio
de bajo umbral. Presenta potenciales postsinapticos inhibitorios.

3) Tipo Ill: este grupo {4% def total registrado), no presento disparos

espontaneos en el potencial de reposo (-73 + 5 mV), sin embargo, una vez
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despolanizadas, presentan potenciales de accion de larga duracion (2.3 £
0.6 mV) sin acomodacién. Poseen una corriente de tipo A transitoria. El
Soma midié en promedio 18 X 12 um lo que indica que probablemente sean
interneuronas.

Cuando se comparan las propiedades de las células descritas en el mono
con las de la rata, se encuentran similitudes entre los grupos | y AFP y entre los
grupos Il y BFD-R {Detong, 1971, 1972; Nambu y Llinds, 1997), las diferencias
alectrofisiologicas pueden deberse mas a diferencias entre sus sus conexiones

sindpticas que entre sus propiedades electrofisiologicas.

El tipo celular | esta caracterizado por poseer cuerpos celulares grandes (~
40 X 19 pm) con dendritas delgadas y ramificadas poco frecuentements.
Anatomicamente, se sabe que las células colinérgicas que proyectan hacia la
cornteza cerebral estan distribuidas alrededor de algunas areas del cerebro anterior
incluyendo al globo palido (Das y Kreutzberg, 1968; Rye et al, 1984; Ingham et al,
1985). La actividad de estas neuronas colinérgicas es muy similar a la observada
en este tipo celular: esta regulada por corrientes de calcio de bajo umbral (Khateb
et al, 1992; Alonso et al, 1996).

Estas observaciones hacen de las células tipo | buenas candidatas para ser
las células colinérgicas del globo pélido. Sin embargo, la actividad de las células
colinérgicas en vivo ha sido caracterizado como bésicamente regular con
frecuencias de 30 Hz mas bajo que el de las células del GP descritas hasta el
momento (Delong, 1972). Por io que son necesarios mas estudios para verificar
estas observaciones.

En lo que respecta al tipo N, este corresponde morfologicamente con el tipo
celular piramidal y bipolar reporlado en primates y roedores (Fox et al, 1974,
DiFiglia et al, 1982; Francois et al, 1984; Yelnik et al, 1984; Denner y Pfister, 1981;
lwahori y Mizuno, 1981; Park et al, 1982; Millhouse, 1986; Kita y Kitai, 1994, Kita,
1994) sugirié que algunas de la neuronas en este grupe son PV positivas. Dicha
observacion puede corresponder con €l hecho de |a existencia de conductancias
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de calcio en este tipo celular. La parvoalbiminia puede jugar un papel en la
translocacién y el amortiguamiento de iones caicio que fluyen hacia en interior
celular (Heizmann et al, 1984),

E! tipo 1Il por su parte, puede corresponder con ias células de la frontera o
limitrofes reportadas en los monos despiertos (DeLong, 1971, 1972), basados en
la similaridad de su disparo, estas células estén localizadas a lo largo del borde de
los dos segmentos palidades. Debido a su tamario se piensa que corresponden
con las células peguenas reporiadas previamente como intemeuronas. El axon de
estas células no sale de los limites del GP (Fox et al,1974; Difiglia et al, 1982,
1998, Francois et al, 1984; Millhouse, 1986).

Durante la escritura de esta tesis, James Surmeier y su equipo de
colaboradores publicaron un aficulo donde reportan que las corrientes
rectificantes sostenidas que se encuentran en las células del globo palido pueden
ser atribuibles a canales de tipo Kv3.1/3.2 y Kv2.1 {(Baranauskas et al, 1999).

Basicamente, empleando las mismas estrategias experimentales que las
empleadas en este frabajo, aislan una corriente de bajo umbral de activacion que
posee una exiraordinariamente rapida deaclivacion insensible a DTX y a
Margatoxina (MgTX). La amplificacion del mRNA por RT-PCR semicuantitativo
confima fa presencia de los transcritos Kv3.1 y Kv3.2 en similares proporciones.
Sugieren que la corriente resistente a TEA cuyas colas de corriente son lentas
esta codificada por canales de tipo Kv2.1.

Aunque ellos no distinguen entre los probables tipos celulares obtenidos en
sus disociaciones, previamente habian demostrado que {a poblacién celular con la
que trabajaron era CHAT-, GAD+, PV+ , fenotipo que corresponde con las células
que nosotros identificamos como de tipo “A". Electrofisiologicamente, sus
resultados confirman los nuestros, fas diferencias pueden ser atribuibles a las
condiciones de registro.
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CONCLUSIONES.

En resumen, este trabajo muestra que:

1) Los transcritos Kv3.1 y Kv3.2 expresados de manera
homomultimérica en un sistema mamifero de expresion heterGloga tienen
caracteristicas biofisicas y farmacologicas similares a las observadas en los
ovocitos de Xenopus transfectados con dichos transcritos. Sin embargo, en
contraste con lo reportado previamente, se encontraron diferencias en las
velocidades de deactivacion entre ambas proteinas: los transcriios Kv3.1 se
deactivan mas rapido que los Kv3.2.

2) Las células obtenidas mediante la disociacién enzimatica del globo
palido pueden ser agrupadas de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas en
bipolares y triangulares de tamafo medio (células de tipo "A"), celulas multipolares
grandes {células de tipo "B") y un tercer grupo de células pequeras que pudieran
ser interneuronas (este grupo no fué considerado en este trabajo). Dichos tipos

celulares corresponden con aquellos descritos previamente por multiples autores.

3) Cada uno de los grupos celulares identificados en este trabajo
pudieron ser asociados con un grupo particular de corrientes de potasio activadas
por el voltaje. Las células tipo “A" expresan principalmente corrientes codificadas
por los genes Kv3.1 y Kv3.2, en tanto que las células tipo "B" poseen corrientes de
tipo Kv3.4. Ambos tipos fueron identificados biofisica y farmacolégicamente, asi
como mediante técnicas de biologia molecular (RT-PCR en célula Unica).

43 Los resultados obtenidos mediante la inmunocitoquimica y la
inmunoprecipitacion, asi como mediante registros electrofisiologicos sugieren la
posibilidad de que al menos en estas celulas, las corrientes Kv3.1 y Kv3.2
coexistan como complejos proteicos heteromultiméricos.
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5) Diversos estudios inmunocitoquimicos y electrofisiologicos junto con
tos realizados aqui, permiten sugerir que las células identificadas previamente
como CHAT-, GAD+, PV+ y CAL-, corresponden a las células denominadas por
nosolros como tipo "A", en tanto que aquellas CHAT+, GAD-, PV- y CAL+,
corresponden a las tipo "B".
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Herndndez-Pineds, R., A. Chow, Y. Amarillo, H. Moreno, M.
Saganich, E. Vega-Saenz de Miern, A. Hernindez-Cruz, and B,
Rady, Kv3.1-Kv3.2 chennels underlie a high-voltage-activating com-
ponent of the delayed rectifier K* curreat ia projecting neurons from
the globus pallidus. J. Neurophysiol 82: 1512-1528, 1999. The glo-
bus pallidus plays central roles in the basal ganglia circuity involved
in movemenn control as well as in cognitive and emotiona] functions,
There is therefore great fnterest in the anatomic and electrophysio-
logical characterization of this nucleus. Most pallidal neurons are
GABAergic projecting cells, a lagge fraction of which express the
calcivm binding protein parvalbumin (PV). Here we show that PV-
containing pallidal nevrons coexpress Kvl.l and Kv3.2 K* channel
proteins and that both Kv3.1 and Kv3.2 antibodies coprecipitate both
channel proteins from pallidal membrane extracts solubilized with
nondenatring detergents, supgesting that the two chanpel subunits
are forming heteromeric channels. Kv3.l and Kv3.2 channels have
several unusual elecrophysiolagical propertits when expressed in
heterologous expression systems and are thought 10 play special roles
in neuromal excitability including facilitating sustained high-fre-
quency firing in fasi-spiking oeurons such s interneurcons in the
cortex and the hippocampus. Electrophysiological analysis of freshly
dissociated pallidal neurons demonstrates that these cells have a
current that is nearly ideatical to the currents expressed by Kv3.1 and
Kv3.2 proteins in heterologous expression systems, including activa-
tion a1 very depolarized membrane potenuials (more positive than = 10
mV) and very fast deactivation mtes. These results suggest that the
electrophysiological properties of oative channels containing Kv3.1
and Kv3.2 protcins in pallidal neurons are not sigaificantly affected by
factors such as associated subuaits or postranslational modifications
that resull in chaonels having differeal properties in heterologous
cxpression systems and native neurons. Most neurons in the globus
pallidus have been reported o fire sustained trains of action potentials
at high-frequency. Kv3.1-Kv3.2 voltage-gated K* channels may play
arole in helping maint2in sustained high-frequency repetitive firing as
they probably da in other oeurons.

INTRODUCTION

A large number of subunits of mammalian K* channels
expressed in the CNS have been identificd afier the eloning of
the Shaker genc in Drosaphila in 1987 (revicwed in Chandy
and Guiman 1995: Coctzee o al. 1999; Jan and Jan 1997;
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Pongs 1992; Rudy et al. 1991a). This work has revealed the
existence of an extraordinary diversity of molecular compo-
nents of voltage-gated K* channcls, predicting a functional
diversity well beyond that expected from prior functional stud-
ies (Rudy 1988). The cloning studies have allowed enormous
progress in the understanding of the molecular mechanisms of
charnel function, including the recent crystallization and high
resolution structural analysis of a K* channel (Doyle et al.
1998). Less progress has been obuined in understanding the
physiological significance of the molecular diversity. A major
task of future research is to identify physiological roles of the
cloned proteins, starting with the identification of native chan-
nels containing specific types of cloned subunits.

Among the cloned subunits are the members of the Kv and
KCNQ {or KQT) families of K* channel protzins, which are
pore-forming components of voltage-gpated XK' channels
(Chandy and Guiman 1995; Coctzec ¢t al. 1999; Jan and Jan
1997; Pongs 1992; Rudy <t al. 1991a). The Kv family is
divided into several subfamilics based on sequence similarities.
Nearly 30 Kv proteins classified in eight subfamilies (Kvi-
Kv6 and KvB-Kv9) are known o daie (Coetzes et al. 1599).

The goal of this study was 10 identify the cuments mediated
by channels containing proteins of the Kv3 subfamily in neu-
rons. There are four known Kv3 genes (Kv3.1-Kv3.d4). In
heterologous expression systems, Kv3.1 and Kv3.2 proteins
express tetracthylammonium (TEA)-sensitive delayed roctifier
type currents, whereas Kv3.3 and Kv3.4 proteins form wan-
sient, TEA-sensitive, A-type K* channels (reviewed in Vega-
Saenz de Miera et al, 1994). However, native channels may
differ from those formed by a given Kv subunit in heterologous
expression sysicms. Kv proteins can form heweromerie chan-
nels with novel properties with other members of the same
subfamily (Christic ct al. 1990; Covarrubias et al. 1991; Tsacoff{
e al. 1990; K. McCormack et al. 1990; Ruppersberg ¢ al.
1990; Weiser et al. 1994). Moreover the lunctional character.
istics of K* channels, including those of the Kv family, also
can be modificd by accessory subunits and postranslational
modifications (Barhanin et al. 1996; Coctzee ct al. 1999; Co-
varrubias ct al. §994; Heinemann ct al. 1996; McDonald e1 al.
1997; Sanguinctti ¢t al. 1996; Serodio ot 21, 1994, 1996).

We have shown previously in a sudy combining immuno-
histochemicul and etecurophysiological analysis in slice prep-
arations that drugs that block Kv3.1 curments in heterologous
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expression systems blocked a fraction of the K* current from
hippocampal interneurons expressing Kv3.1b proteins that re-
sembles Kv3.l currents in activation and deactivation proper-
ties (Du et 2i. 1996). However, limitations associated with
vollage clamping intact neurons in slices prevented = detailed
comparisen of the properties of the putative Kv3,1-mediated
currents in these cells with the propenies of Kv3.1 currents in
heterologous expression systems. Both Kv3.1 and Kv3.2 pro-
teins are strongly expressed in neurons of the globus pailidus
{GP), suggesting that these cclls might be a good system Lo
study the propeniics of native Kv3.1-Kv3.2 channels using
voltageclamp methods (Morenc et al. 1995; Weiser et al.
1994, 1995). Moreover, methods 1o dissociate these neurons
from rat brain have been developed (Stefani et al. 1992, 1995;
Surmeier et al. 1994). Freshly dissociated and short term cul-
tured cells are a good system for this kind of study, allowing
improved conditions for space clamp and pharmacological
analysis.

We have used whole cell paich-clamp methods to analyze
the volage-dependent K* currents of (reshly dissociated rat
GP neurens to determine whether they contain currems with
properties similar to those carried by Kv3.1-Kv3.2 channels.
Because of its central roles in movement control and perhaps
also cognitive functions, there is greal interest in the anatomic
and physiological characterization of the GP (Chang et zl.
1987, Chudler and Dong 1995; DeLong 1971, 1972; Difiglia
and Rafols 1988; Graybiel and Ragsdale 1979; Hauber et al.
1998; Kira 1992, 1994; Kita and Kitai 1991, 1994; Morizumi
and Hauori 1992; Nambu and Llinas 1994; 1997; Parcnt and
Hazrati 1995a,b; Park et al. 1982; Schneider ct al. 1985;
Stefani et al. 1992; Surmeier ct al. 1994). The present studies
contribute novel information on the classificaiion and cellular
properties of pallidal neurons,

Previous clectrophysiological analysis of the K* currents of
pallidal neurous, in the same species, revealed a low voltage-
activating fast inactivating current (f,), a component with
slower inactivation and slow recovery {rom inactivation that is
blocked by micromolar concentrations of 4-AP (1, ), and two
maintained components one blocked {/) and one not blocked
by [0 mM TEA (Stefani ct al. 1992, 1995). None of these
components resembles Kv3 cumrents. These observations do
not necessarily indicate that Kv3 currents are cither absent in
pallidal neurons or have properties different from these of Kv3
currents in heterologous expression systems because the meth-
ods that arc used in 2 given study to isolate individual com-
ponents of the total K* current are tailored to the goals of the
particular investigation. Thercfore electrophysiological exper-
iments specifically designed to search for native currents with
properties similar to these of Kv3.1-Kv3.2 currents in vitro are
required before we can conclude whether or not native Kv3.1-
Kv3.2 channels in pallidal neurons have properiies similar to
those in helerologous expression sysiems.

I this study, we first analyzed the expression of Kv3.1 and
Kv3.2 proteins in the rat GP with specific antibodies. We also
delermined the developmental expression of these protcins,
allowing us 10 select tissue at developmental siages in which
the proteins are robusily expressed in pallidal ncurons, We
used pharmacological and clectrophysiological protocols on
freshly dissocialed neurons appropriae for the isolation of
Kv3-like currents and compared these currems to those re-
corded under identical conditions from mammalian cells trans-
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fecied with Kv3.1 and Kv3.2 cDNAs. The expression of Kv}
transcripts in the same cclls was confirmed by single cell
RT-PCR. The studies described here have been previously
presented dn abstract form (Hemdndez-Pincda e al. 199%5;
Pineda et al, 1998).

METHODS
Antibodies 1o Kv3.1 and Kv3.2 proteins

Site-specific antibodies against Kv3. Ib proteins were prepared by
injecting into rabbits the peptide CKESPVIAKYMPTEAVRVT cou-
pled via the cysteine to keyhole limpet hemocyanin (KLH). The
peptide correspands to the carboxyl terminal sequence of the Kv3.1b
protein (residues 367-585) (Weiser et al. 1995). The characterization
of this antibody was deseribed previously (Weiser et al. 1995). To
raise antibodies against Kv3.2 protcins, rabbits were injected with the
peptides: CTPDLIGGDPGDDEDLGGKR and CTPDLIGGDPGD-
DEDLAAKR coupled via the cysteine 1o KLH (Chow et al. 1949).
The peptides correspond to » sequence present in the constant region
of the rat and mouse Kv}.2 proteios, respectively (residues 171-189
plus an N-terminal cysteine added 10 facilitate coupling), before the
firgt membrane-spanning domain in an area not coaserved among
differeat K* channcl proteins (Vega-Sacnz de Mier et al. 1994; see
T. McCormack et al, 1990 foc the rat sequence). The mouse sequence
has not been published, but it is identical to that in mt except for the
substitstion of glycines (186187 by alanines). For affinity purifica-
tion, the respective peptides were coupled to Sulfolink Sepharose
resin (Picree, Rockford, IL)} via the cysicine residue and the sera
purified following supplicr’s protocols.

Immunofluorescence labeling

Male Sprague-Dawley cots (2-3 wk old) or male C57BI6 mice (6-8
wk old), as wel] as Kv3.1 ~/— (Ho et al. 1997 or Kv3.2 —/— (Lan
et al. 1999) mice, were hetized with an injection of pettobarbital
sodium (120 mg/kg ip) and perfused transcardially with 10-20 ml
Heparia (1 U/ml) in phosphate-buffered saline (PBS: 0.06 M sodium
phosphate buffer, 0.85% sodium chloride, pH 7.35) at room temper-
arure followed by 100-200 m! of 4% paraformaldchyde in 0.1 M
sodium phosphate buffer. pH 7.4. The brain was dissected out and
blocked coronally into ~5 mm portions, postfixed for 30 min in the
samne fixative at room temperature and placed in 30% sucrese in PBS
for 12-24 h at 4°C, When the dissue had suak in the sucrose sclution,
50-pm sections were produced using a freezing microtome and col-
lected in PBS. The sections were washed twice for 15 min in PBS aod
incubated io a blocking solution costaining 10% normal goat serum
(Jackson Immuno Rescarch), 1% bovine scrum albumin (Jackson
[mmuno Research), 0.2% cold water fish gelmin (Sigma Chemicals),
and 0.2% Triton X-100 (Sigma Chemicals) in PBS for 1 h to minimize
nonspecific binding. The seciions then were incuhated with primary
antibodly at the appropriate dilution in a working buffer (0.1X block-
ing solution in PBS) for 1224 h at 4°C. For double-labeled sections.
4 primary rabbit antibody, anti-Kv3.1b or anti-Kv3.2, and a primary
mouse antibody, apti-parvalbumin {Sigma Immunochemicals) were
added simultancously. After three 15 min washes in PBS. secondary
antibodies diluted in working buffer were applied for 15 min at room
emperature. The following secondary antibodies were used, Cy2-
conjugated goat anti-mouse [pG and Cy3-conjugated goat nnti-rabbit
IgG (Jackson [mmuno Research). After twe 15 min washes in PBS.
the scctions were mounted onto glass slides and coverslipped with
etvanol.

The following primary antibody concentrations werc used: antibod-
ies against Kvd.ib (Weiser 1 al, 1995} ot 1:530, Kv3.2 (Chow i al.
1999} at 1:50, parvalbumin (Sigma Immunochemicals) at 1:400. Sce-
ondary fluorescent amibodies wers used at 1:500. The atlas by Paxi-
nos and Watson {1986) and the book edited by Paxinos (1995) wene
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used zs guides to identify CNS peuronal populations and axonal
projections.

Images were taken either with a Zeiss Axiophot fluorescent micro-
cope or an Axiovert 35 M confocal microscope, witha X40(NA 1.3)
or X63 (NA 1.4) objective lenses. Fluorescent images were recorded
using a scanning laser attachment (MRC-600 and MRC-1000, Bio-
Rad Laboratories) and a krypton/argon mixed gas laser. [mages were
collected digitally and transferred to 2 graphics program (Adobe
Photoshop 4.0). Afier brightness and contrast adjustments, the image
files were printed on 2 Tekironix printer {Phaser 440).

Immunobiots

Rat brain membrane extracts were prepared from a P3 fraction of
tissue homogenate (Hartshorne and Catterall 1984) solubilized for 1 h
in a 2% Triton X-100 soluwion coowibing (in mM) 50 potassium
phosphate buffer, pH 7.4; 50 KCI; 2 EDTA; | pepstatin A. 1 1.10-
phenanthrofine, 0.2 phenylmethylsulfony! fluoride (PMSF), and 1
iodoacetamnide wo inhibit proteases. The suspension was spun at
100,000 g 10 remove nonsolubilized material, and the op twv—thuds
of the supernatant used for further experi To prep
extracts from the GP, the nucleus was dmecu from slices propancd
as described for the preparation of dissoci (sec following
tcx1) and proweins solubilized as described io the preceding text.

To prepare immunchlots, 50 zg of mernbrane protein was mixed
I:1 with a sample buffer [10% (vol) glycerol. 5% (vol) b-mercapto-
ethanol; 60 mM Tris-HC) pH 6.8; 0.001% (weight) bromophenol blue
and 3% SDS), heated for 3 min at 30°C, and electrophoresed in a 8%
sSDS pulyncrylam1dr. gel (Harlow and Lane 1983). The electropho-

[ were ferred calo a oif llulose filier (Bio Rad).
Blots were incubated with cither Kv3.2 antibodies at a 1:100 dilution
or Kv¥3.1b antibedies at 1;2000, followed by incubation with horse-
radish peroxidasc-linked anti-rabbit secondary antibadies (Promega).
Bound antibodies were detected ssing chemilluminscence (Pierce).

Immunaprecipitation

Before immunoprecipitation, 300 gl of solubilized membranes
(~490 peg protzin) io0 1% Triton X-100 in (io caM) 50 Tris, 150 NaCL,
1 EDTA, and | EGTA, pi{ 7.4, were precleared for 30 min a1 4%C with
protein A-Sepharose beads (Sigma Chemjcals), Afier removing the
beads, the extracts were incubated for 4 h at 4°C with Kv3.2 antibod-
ics at 4 1:10 dilution or Kv3.1b antibodies at 1:50 dilution. At the cod
of the incubation period, fresh protein A-Sepharose beads were added,
and the suspension was incubated for 2-3 h at 4°C with qhalung The

lexed beads were collected and washed threc times ia 1% Triton
X-100 in (in mM) 50 Tris. 150 NaCl, 1 EDTA. and t EGTA. pH 1.4,
Proteins theo were extracted by adding an equal volume of sample
buffer, heated for 3 min a1 80°C and processed far immunoblotting as
described in the preceding text.

Culture of chinese hamster avary (CHO) cells

CHO cells were cultured in o-MEM (pH 7.4, GIBCO BRL., Gaith-
ersburg. MD) supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS,
GIBCO BRL) io the prestooe of penicillin and streptomycin at 37°C
in a 95% O, with 5% of CQ, atmosphere in 100-mm-diam culture
dishes (Costar. Cambridge, MA). When the cells were coaftuent, the
monolayer was incubated with trypsin.EDTA (GIBCO BRL) for <1
min, and the cells resuspended in a-MEM containing 10% of FBS and
plated at a IS5 dilution in new 100 mm dishes, The medicm was
changed every 2 days, and the cells passed every 4 days.

Functional expression of Kv3.1 and Kv3.2 patassium
channels in CHQ cells

To study Kv3.2 currents. we used the Kv3.2a stably ransfected cell
line previously described (Moreno et al. 1995). To study Kv3.l
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cermeats, wildtype CHO cells were transiently transfected with
Kv3.ib ¢DNA. After reaching 90% confluence in 100 mm dishes.
CHO cells were wrypsinized and resuspended in 2 ml of a~MEM with
10% FBS. One milliliter of the ¢cll suspension was dituted and plated
in 30 mm dishes at 40% confluence. Two to 4 b later. when the cells
had attached 1o the bottom of the dish, they were washed (wo Gmes
with e~MEM without serum and transfected with Lipofectamine (Life
Techoologies, Gaithersburg, MDY following the mapufacturer’s pro-
tocols. To idetify trmnsfecied cells, they were cotransfected wim'.
second plasmid containing the ¢cDNA encoding the reporter prowin
Green Fluorescent Protein (GFP, Life Techoologies. Gaithersburg,
MD). Transfecied cells were detecled by the emission of greea fluo-
resttoce {520 nm) under epifiuorescence with 488 nm excilation light.
Typically, electrophysiological recordings were carried out (-2 days
after transfectioa.

Dissociation of neurons from the GP

Young Sprague-Dawley rats 10~16 days of age were used. The
brain was quickly removed and submerged in ice~cold normal extra-
cellular solstion (NES) containing (in mM) 130 NaCl, 3 KCl, 2
MpCl,, | NaHCO,, 0.5 NaH,PO,, 5 HEPES, 2 CaCl,. and 5 glucose,
pH 7.4, The solution was gassed with 95% Q,-5% CO, for 15 min
before statiog the dissociation and then continuously during the
procedure. Once the cerebetlum had been removed, the brain hemi-
spheres were seperated along the midline 20d cut in the parasagittal
plane with a vibratome (Campden Instruments, London, UK) in 400
pm slices. The slices were collected and maintained in ice-cold NES
solution. The GP was ideatified by visual inspection under a stereomi-
croscope (se= Fig, 7)., The GP from four 10 seven slices was dissected
out and subjected to enzymatic digestion for 2535 min {depending on
the age of the animal) at 37°C in NES with Pronase (Sigma Chemi-
cals, St Louis, MO). The tissue then was washed three ticnes i NES
without calcium apd triturated machanically by means of glass Pasteur
pipettes with tips of decreasing diameiers in a final volume of 2 ml.
An aliquot (~500 g} of the cell suspension was sceded in a recording
thamber (RC-13, Warner Instruments, Hamden, CT) and mounted on
the plate of an inverted microscope for electrophysiological recording.
The cells were perfused continuously (~ 1 mi/min) with NES a1t room
temperature.

Electrophysiological analysis

Electrophysiological recordings used voliage clamp under the
whole cell configuration of the pzich-clamp techaique (Hamill et al.
198 1). The same exiracellular and intraceilular solutions were used for
recordings with CHO cells and pallidal ncurons. Extracellular sotution
(NES) was supplemcored with | uM ictrodotoxin (TTX; Alomaone,
Jerusatem, Iseacl) and 200 uM of CAC), (Sigma Chemical) 1o block
voltage-dependent sodivm and caleium currents. respectively. By
inhibiting calcium influx, CdCl, also limited the activation of calci-
um-activated potassium cuments. Potassium channe) blockers (TEA.
Sigma; 4-AP, Aldrich; charybdotoxin and dendrotoxin, Alomone)
were dissolved in NES with TTX and CdCl,. All the experiments
were carried out at room temperature (21-23°C),

The recording patch electrodes were made with borosilicate glass
capillary twbes (GC120F-10, Warner [nstrument) filled with an intra-
cellular solution conaining (in mM) 106 KH,PO,. 2 MgCl, 10
HEPES-K, 10 BAPTA-K (Molecular Probes. Eugene, OR), 2 ATP-
Mg, end 0.5 GTP (Sigma Chemicals): pt 7,33 with NaOH. The use
of a high concentration of the fast calcium chelator bis-(p-aminophe-
noxy N NN N detrascetic acid (BAPTA) was aimed at further lim-
iting the activation of calcium-activated membrane conductances. The
typical resistances of the electrodes when filled with this solution
viricd between 2.5 and 3.0 M{1. The patch pipette Ag-C] wire was
connected 1o the input of an Axopateh-1D o Axopiach 2004 ampli-
fier (Axon Instruments, Foster City, CA). To generate voltage clamp
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pr ks aad for data acquisition and analtysis, we used the pClamp
software (Axen [nstruments). Large ncurons with short processes
(<40 pm} were sclected for recording. Series resistance was esti-
mated from the ime constznt of the capacity transien and ranged
between 5 apd 10 MUY in the cells used for analysis. The series
resistance was compensated {70-80%) sod monitored throughout the
course of the experiment. If the series resistance could not be com-
peasated or if it changed by >20%, the cell was discarded. Inpul
capacitance of the cetls included in thit study ranged between 15 and
33 pF and the time constant of the capacity cureat transient between
0.18 and 0.31 ms, Drags were applied locally by means of a puffer
pipette with a relatively wide tip (10 zm), made of a pulied borosili-
cate glass capillary and placed with a second micromaniputator 10 &
distance of 100-200 um of the cell. The application was made either
by gravity or pressure pulses {10 psi) controlled with a picospritzer
device (Geoeral Valve).

Single-cell reverse iranscriplase-polymerase chain reaction
(singla-cell RT-PCR)

The presence of Kvds mRNAs in dissociated GP cells was deter-
mioed by singlecell RT-PCR. This was performed as described by
Vepa-5aenz de Miera et al. (1997) with the following modifications:
the solutions were prepared in double~distilled RNase-free water from
Sigma. The content of individual cells was cellected from the record-
ing chamber using geatle suction with a wide tip glass micropipene
filled with 3 2l of a solution contsining 150 mM KCl, 30 mM
Tris-HCI. pH 8.3, and 10 U of Promega RNase inhibitor. The tip of
the pipetie was broken inside a 500-p1 Eppendorf tube, and its
contents emptied, The mwbes were placed in dry ice-ethanol bath to
freeze the contents and then stored at —70°C until use,

For reverse transcription, 17 4l of a solution containing 1.§8 mM
dNTP, 3.82 mM MgCl;, 50 U of Moloney Murine Leukemia Virus
RNast H minus reverse transeriptase (Gibco-BRL). 4.4 uM random
hexamer primer (Phammacia), 20 U/mt of RNase inhibitor, 30 mM
KCl, and 6 mM Tris-HCl pH 8.3, were added 1o the Eppendorf tube
containing the neuron's contents. Mineral oil (50 1) were laid oo 1op
of the aqueous solution and the tubes incuhated micoessively at 25°C
for 5 min, 37°C for 15 min, and 42°C for 15 min. The tubes then were
heated a1 94°C for 5 mia and thea cooled to 0°C until used for PCR
amplification.

For PCR amplification, 75 gl of a solution containing 50 mM KCl,
0.85 mM MgCl,, 1.7 2M of the s2ase and sotiscnse caternal primers,
and 13 mM Tris-HC], pH 8.3 wene added 10 the tubes containing the
reverse-transcribed DNA. The tubes were heated for 5 min or 94°C.
While the tubcs were al 94°C, 5 ud of a solution containing 2.5 units
of Perkin Elmer Tag polimerase, 50 mM KCL, and 10 mM Tris-HC!
pH 8.3 were introduced through the eil. The tubes then were subjected
to 35 cycles of denaturalization at 94*C for | min, anncaling at 48°C
for 1 min, and extension at 72°C, for ¢ min followed by ooe fioal
incubation at 72°C for 7 min. One microliter of a 1:1 dilution of the
previous reaction was used as template for the second PCR reaction i
o new PCR tube. 94 ul of 2 solution contatning 2.63 mM MgCly, 210
#M dNTPs, 50 mM KCL, 10 mM Tris-HC] pH 8.3, and 160 oM of the
specific primers were added to these tubes. Oil (50 ul) was laid on top
and the tubes heated and Tag polimerase added as described in the
preceding text. The tubes were subjected 1o 35 cycles of PCR ampli-
fication {1 min cach of denaluralization, annealing and extension a1
94, 55, and 72°C. respectively} followed by a last extension period at
72°C for 7 min. The PCR products were analyzed by electrophoresis
in 2% agarose gels,

The extemal degenerate prienets, desipned o amplify all Kv3
sequences. from Drasaphita to man, used in the first PCR reaction,
had the following sequences: sense primer, CTC GAA TTC L TT(C/T)
TG(C/T) (CTTN {A/G)A(A/G) ACN CA; antiscnse primer, CTC-
GAATTC GGA (A/GITA (AJGITA CAT N(CIGIC (GIAIAA
(GFA)TT. The sequence for the specific primers was: Kv3.1, sense
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primer: CGC TTC AAC CCC ATC GTG AAC (position 1801-1811
in Accession No, M6BS80): antisense primer: GTG TGT GTG TTC
GCT GGC GCT (2290-2340). The size of the expected product i<
532bp. Kv3.2, sense primer CC AGC GCT GTT CIC CAG TAT
(882-901 in No. M34052); antisense primer: C AAT GGG GATGTT
TTT GAA CTG (1358 -1337), The size of the expected product is 477
bp. Kv34, sense primer; CCT GAT ACG TTG GAC TTT GTC
(1312-1333 in No. X62841), antisense primer: ATT GCC CCG TGO
GTC AGA T (1629-1647). The size of the expected product is
336 bp.

RESULTS
Expression of Kv3.1 and Kv3.2 proteins in the rat GF

Kv3 mRNAs are not expressed at significant levels before
birth (Goldman-Wohl et al. 1994; Pemney et al. 1992; Vega-
Saenz de Micra et al. 1994; reviewed in Rudy et al. 1999).
Immunoblots using antibodies against Kv3.1 (Weiser et al.
1995) and Kv1.2 (Chow ¢t al. 1999) were used 1o study the
postnatal developmental expression of Kv3.1 and Kv3.2 pro-
teins in membrane extracts from the GP (Fig. 18). Membranes
were prepared [rom GP dissected in the same fashion as the
tissue used to prepare dissociated neurons {Fig. 7D). The levels
of both protcins increased significantdy after postnatal days
6-8, although it appears that the expression of Kv3.1 develops
somewhat faster than the expression of Kv3.2. Maximum lev-
els of Kv3.i protein were secn around pl5 (Fig. 18, lanes 1-4),
whereas for Kv3.2, maximum levels were oot achieved until
p20 (Fig. 18, lanes 5-7). Both proteins were not detectable
carlier thap p6-7. Similar results were obtained in three sep-
arate experiments with each antibody.

The bands observed with Kv3.1 or Kv3.2 amibodies are not
secn when the immunoblets are reacted with antibodics prein-
cubated with an excess of the Kv3.1 (Weiser et al. 1995) or
Kv3.2 peptides (Fig. 1A, lanc 2) used to prepare the antisera.
Also, ro bands are detected in immunoblots treated with the
preimmune sera dedived (rom the rabbit used to raise the Kv).2
amibodies (Fig. IA, lane 3). Morcover, the Kv3.2 protein is
absent in membranes derived from Kv3.2 —/— mice {Fig. 14,
lane 5) but is present in membranes from Kv3.l —/— mice
(Fig. 1A, lanc 4), whereas the reverse is seen with Kvl.|
antibodies (Fig. 1A, lanes 6 and 7).

[mmunchistochemistry was used 10 sudy the cellular and
subeetular localization of Kv3.1 and Kv3.2 proteins in the rat
GP (Fig. 2). Antibodies against Kv3.1 produced strong staining
of the somatic membrane and the cyoplasm immediately be-
neath the membrane of ncurons located throughout the GP
(Fig. 24}. Fewer stained cells were seen in the most lateral
border of the nucleus. The same scction shown in Fig. 24 was
stained with antibodics against parvalbumin (Fig. 28). Moss
newrons positive for Kv3.J also are stained for parvalbumin
and vice versa. As in other ncurons expressing Kv3.t, there is
little staining of the dendrites of pallidal neurons. There was a
faint staining of the pallidal peuropile (Fig. 24). Higher mag-
nification images from another cxperiment confirmed that
Kv3.1b proteins and parvalbumin are expressed in the same
paitidal neurons (Fig. 2, C-£). although parvalbumin statning
tends to occupy mast of the cytoplasm, whereas Kv3.th stain-
tng is stronger in the proximity of the membrane. Antibodies
against Kv3.2 also were expressed in purvalbumin-Containing
neurons {Fig. 2. F<4), although Kv3.2 antibodics produccd a
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somewhat stronger staining of the neuropile than the antibodies
against Kv3.1. Background siatning is observed when the
seclions are treated with antibodies preincubated with the cor-
respanding immunogenic peptide (data not shown). Kv3.1 and
Kv3.2 amibodies atso stain the GP in mouse (Fig. 3, 4 and D).
Kv3.1 or Kv3.2 staining is abscni in tissue derived from the
corresponding knockout mice (Fig. 3). confirming the speci-
ficity of both antibodies for immunohistochemistry.

The immunohistochemical data (Fig. 2) suggest that both
Kv3.l and Kv3.2 are co-expressed in the same pallidal neu-
rons, the projecting, parvalbumin-containing newrons, which
are the main ncuronal population in the GP (Hontanilla e al.
1994; Kita 1994; Rajakumar ct al. 1994ab: Riedel et al, 1998).
Kv3 protcins form heteromuliimeric channels in vitro with
other Kv3 protcins but not with proteins of other subfamilics
(K. McCormack et al. 1990; Vega-Saenz de Micra et al. 1994;
Weiscr et al. 1994). This is similar w0 what has been observed
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AG. |. Expression of Kv3.1 and Kv1.2 pro-
teing in the ral ghobus pallidus (GP). A: imeuno-
blots of rat pallidal membrane extracts treated with
Kv1.2 antibodies (lene 1), with Kv3.2 antibodies
pretreated with Kv1.2 peptides (lane 2). with pre-
immune scra {lane 3), and immunoblots of pallidal
megbrane extracis obiained from Kv3.l -/ mice
(Ha eval. 1997) (lanes 4 and 5) or Kv3.2 —/- mice
(Lau et al. 1998} (lanes $ and 7) ueated with Kv3.2
antibodies (lanes 4 and 5) or Kv3.l antibodies
(lanes 6 and 7). B: Kv).1 proteins detected in
immuooblots of @t bain membrene cxtrects ob-
tained from postoatal day & rats (fane 1), postnatal
day 11 (lane 2). postnatal day 13 (lane 3). and
posioatal day 20 animalt (lage 4); and Kv3.2 pro-
teins detected in immunoblots of rat brain mem-
brane extracts obteised from postoaal day 15 ms
(lane 5), posipatal day 20 (lanc 6), and adult (11
wk. lane 7). C immunoblots of Kv3.l proteins
i ij ¢ from GP b exiracts
from 2-wk-old ra¢ with apti-Kv3.1b antibodics
{lane 1), anti-Kv3.2 antibodies (lanc ), anbi-
Kv.lb antibodies pretreatead with Kv3.1b pepride
{l2ne 3). and anti-Kv3.2 antibodies pretreated with
Kvl.2 peplides (lanc 4). [mmuaocblots of Kv3.2
proteins immunoprecipilated from the same wem-
branc extracts as in [anes 1-4 with eathKv3.2
antibodies (lane 5). anli-Kvl.lb antibodies (lane
6), anti-Kv3.2 antibodies pretroatead with Kv32
peptides (lane 7), and aoni-Kv).1b antibodics pre-
weated with Kv).1b pepride (lane 8).

Mvd,2 Kvl.1
+pept +pept
Kv3.2 Kv3.2

with other Kv protcins (Coetzee et al. 1999). Because both
Kv3.1 and Kv3.2 proteins are expressed in the same pallidal
neurons, it is likely that both proweins are part of the same
heteromeric channels, To test this hypothesis, we used immu-
noprecipitation assays from pallidal membranes solubilized
with nondcnaturing detergents (Sheng et al. 1993; Wang et al.
1993). As shown in Fig. LC, antibedies against Kv3.1 or Kv3,2
proteins immunoprecipitate both Kv3.I and Kv3.2 proteins.
Thus immunoblots with Kv3.1 antibodies stain Kv3,1 proteins
immunoprecipitated with Kv3.1 (Fig. 1C, lanc 1) or Kv3.2
antibodics (Fig. 1C, lane 2); and immunoblots with Kv3.2
antibodics identify Kv3.2 prowcins in Kv3.1 (Fig. 1C, lane 6)
and Kv3.2 (Fig. 1C, lane 5) immunoprecipitates. No channel
proicin is detected when the immunoprecipitation is donc with
antibodics preincubated with the corresponding immunogenic
peptide (Fig. 1C, lanes 3 and 4 and 7 and 8). The coimmuno-
precipitaton studics demonstrate that heteromerdc compleacs
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7G. ). Immusalocalization of Kv3. | and Kv3.2 proeins ia the GPo[‘!‘wk old rats, A end B: pancramic view of a at GP double
labeled with anlibodies agaiast Xv3.1 and parvalbumin. Kv3.1 i it thowa in A and plmlbumln lmmumﬂu
omscence io B, C-E: px.lladal searons dnubl: taheled with umbudl:l against Kv3.| and parvalb Ked i ence
is shown in C and par in D. E: sup ition of the i f pmduu:dbyl(v]lhnnd
parvalbesin, F—ff: pa!]ndn! pourss daubl: labeled with muhodles agaiost Kv3.2 and pay lbumin. Kv3.2 i eace is
shown in F 1ad parval in G. H: superimp of the i 4] p d by Kv1.2 and

parvalbumin. Nou that the chasnel proieins and parvalbumin are in the same cells but do oo bave identical subcellular
distributions, producing 4 red o yellow 10 green gradient in he superimposed iduges. Scale bar 100 pm for A and 8 and 25 w0

for C-H.

of both types of channel proteins cxist in pajlidal membrancs.
Taken tegether the data suggest that parvalbumin-containing
projecting pallidal neurons have heteromeric channels contain-
ing both Kv3.1 and Kv3.2 subunits,

Kv3. ! and Kv3.2 currents in transfecied CHQ cells

To compare the propertics of the currents recorded from
CHO cells ransfected with Kv3.l or Kv3.2 cDNASs with pu-
tative Kv3 currents in freshly dissociaied pallidal neurons, all
cells were recorded with identical inua- and extracellular so-
lutions. CHO cells wransfecicd with cDNAs encoding Kv3.2a
or Kv3.1b proteins had large delayed rectifier-type voltage-
dependent K* cumrents (Fig, 4} that resembled the curments
ohserved in Xenopus oocytes injected with Kv3.2a or Kvi.ib
cRNAs (reviewed in Vega-Sacnz de Micra et al. 1994). Both
Kv3.2a or Kv3.1b currents (see Fig, 4. A and €, respectively)
start activating when the membrane is depolarized 10 potcntials
more positive than =10 mV and rise refatively fast {as com-
pired with other voltage-gated K © channels) (see Coclzee et al.
1999), with a similar time ¢ourse, 1o a maximum level that is
maintaincd For the duration of the pulses used in this expen-
ment. A slow inactivation bocomwes evident with pulses of
Tomger duration {data not shown . Untrunsfecied CHO cells bud

negligible outward cumrents under the same pulse protocols
(<100 pA for the largest depolarizations).

Preliminary siudies with pallidal neurons showed that a targe
proportion of the owward current in these cells could be
suppressed by holding the membrune at depolarized potentials,
This could be a useful sirategy Lo eliminate a fraction of the
potassium currents il Kv3 currents are not affected by such
ueatment. We therefore tested the effect of varying the holding
potential on Kv3.1 and Kv3.2 currenis cxpressed in isolation.
Figure 4 compares the currents produced by 2 series of volage
steps applied from a holling potential of ~80 or ~40 mV in
the Kv3.1- and Kv32-ransfected CHO cells. As scen in these
representative examples, Lthe cumrents generaied by the depo-
larizing test pulses are very similar in magnitude and kinclics
whether the ocll is held at —80 or —40 mV, Changing the
holding potential 10 —40 mV suppressed K3l and Kv32
cusrents by only 9.3 = 0.1% (mean = SE;n = 4) and 98 =
0.5% (n = 4}, respectively, with no effeet on current kinetics.

Kv3.1 and Kv3.2 currents in CHO cells also have a similar
voliage dependence, us observed in Xenoprs ouCyLes {reviewed
in Vega-Sucnz de Micrz 1 ul. 1994}, Figure 4, £ and /. shows
the normuatized conductance (G/G,,,.,) a8 o function of voliage,
obtained from several cells expressing Kv3.2 or Kv31 cur-
rems. respectively, The data were tined 1o Bolwmann lunclions
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D). Kv1.2 knockout (B and £), and Kv).| knockout (C and F) mitc were immunpostained with Kv), Ib (A-C) and Kv3.2 (D-F)
antibodies. [nsets: dark field images of the arca shown in the main panels. Scale: 150 M.

of the form GIG ., = [l — exp(V,, — V,,¥k]. From these
fits. we derived a midpoint of activation of V4 = 12.1 % 1.26
mV (n = 65) for Kv3.2 currents and 18.1 £ LOL mV (n = §)
for Kv3.1 and a sicepness parmeter &k of 8.4 £ (.25 mV for
Kv3.2and 11.0 = 0.2 mV for Kv3.1, Kv3 currents arc unusuat
in requiring very depolarized polentials 1o start activating.
However, the midpeints of the conductance-voliage relation-
ships of Kv3 channcis are not that different from those of other
voltage-dependent K* currents, reflecting a steep voltage de-
pendence. This distinguishcs manunalian Kv3 currents from
the currents expressed by the Drosophila Shaw protetn, which
also stls acitvating @ high voliages bul has a very weak
voltage dependence, producing a midpoint of activation above
+70 mV (Johnstone oL al. 1997, Smith-Maxwell et al. 1998).

Another umusual featre of Kv3 currents is the last rae of
deactivaion on repolafzation, first described for Kv3. 1 cur-
rents expressed in NIH-3T3 and 1929 cells by Grissmer ct al.
{1994). These authars found thit Kv3.b carrents deactivated
~ 19 times fasier than several other cloned mammalian volt-
age-gated K* channgls whea compared at the same membrane
potentials. Since tien, many new voliage-gated channcls have

been identified in mammals; however, only one of them,
Kv1.7, a nonneuronal member of the Kvi Tamily, deactivawes
fast (closing rates are —3 times the deactivadon rates of Kvl.|
channels) {Coctzce ct al. 1999). Kv3.1 currents also deactivule
extremely fast in CHQ cells under our recording conditions
(Fig. 5). Kv3.2 cumrenls deactivate al rtes somewhal slower
than Kv3.1 but still significandy faster than K * currents from
channels of other subfamilies (Fig. 3).

At present there are no specific blockers for Kv3.l and
Kv3.2 channels, However, in Xenopus oocyles all Kv3 currents
are blocked by low concentrations of TEA or 4-aminopyridine
(4-AP) {reviewed in Vega-Suenz de Micra et al. 1994). K|
and Kv3.2 currents in CHO cells, under our recording condi-
lions, were also very seositive 10 these channed blockers. TEA
dosc-response curves for Kv3. [ and Kv3.2 currents are shown
in Fig. 6. From these curves, we derived 1Cgs of 028 mM
(n = 4) for Kv3.2and 0.38 mM (1 = 4} for Ke3. 1 currents. We
also have confirmed that as in other experimenial syswems
{Grissmer et al. 1994 Vegu-Sucnz de Micractal, 1994), Kyl
and Kv3.2 currents in CHO cells are non atfected by dendro-
oxin or charybdotoxin at concentrations of =1 aM {dal: not
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AG. 4. Kvl.] and Kv3.2 currenus in uwasfected chinete hamster ovary
(CHO) cells. A xod C: families of K* cwrents recorded from & holding
poential of —80 mV in 2 Kv3.2 (A} and a Kv).l-iransfecied (C) cell. B and
D:K* currents recoeded from the same cells from a holding potestial of —40
mV, In ail cases, depolarizing puites were applied from —30 0 +40 @V in
10-mV increments. £ and F: plots of normatized conductance {G/G,,) a5 a
function of woltage obtained from current reeonds from several Kvd.2 (£). and
Kv3.4-treasfected {F) celis, (n = 4). Conductanee (G = IV « V) values wer
compoied from curent dats using a potassium equilibriem potentiad (Vi) of
=80 mV, which was the average reversal potestial in these cctis and is close
1o the expected K* equilibrium potential of ~—90 mV.

shown). The effects of 4-AP on these currents were not exam-
ined in detail, Preliminary experiments discarded 4-AP as a
uscful tool Lo distinguish native currents carried by channels of
the Kv3 subfamily in patlidal ncurons because the drug blocks,
also at low concentrations, a component of the outward curreat
that also is blocked by dendrotoxin.

The currents obiained when both Kv3.1 and Kv3.2 proteins
are co-expresscd in Xenopus oocytes (Vega-Sacnz de Miera ¢t
al. 1994, Weiser ct al. 1994) or CHO cells {daia not shown) are
similar to those obtained in cells expressing only one of the two
subunits. This is not surprising given the similaritics between
Kv3.1 and Kv3.2 currents and is consistent with the obscrva-
tion that hetcromultimeric Kv channels have propertics inter-
mediaie between those of the corresponding homonaultinteric
channels (Christie et al. 1990; Isacoff et al. 1990; K. McCor-
mack ¢t al. 1990; Ruppersberg et al. 1990; Weiser et ab. 1994},
The propertics of Kv3.1 and Kv3.2 currents in CHO cells arc
summanized in Table |
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7G. 5. Deactivation kinetics of Kvl.1 =nd Kv3.2 channcls in transfecied
CHO cells. A and 8: records of tail bained by repolarizing the cefl
10 a series of membrane poteatiats from — 110 w - 30 mV in [0-mV incre-
ments after a 220-ms depolarization 10 +40 mV. ! time constants of deacti-
vation 23 & function of voliage from severs! Kvl.L (O) of Kv1.2 (@) transfected
CHO celts obuained from single cxp fits to the tail currents.

K* currents in acwtely dissociated neurons from the rat GP

As 2 product of the enzymaltic dissociation of the GP, we
typically found two momphological sublypes of neurons (Fig.
7}, similar to those observed in previous studics of dissociated
pallidal neurons (Stefani et al, 1992, 1995; Surmeier et al.
1994). We also found astrocytes and a population of small cells
(data not shown). All our records were obtained from the two

14
0.8 1
064
=H
3 0.4
-+
0.2
od % Kvi2
C Kv3.i
T T T ~r— T
0.001 om 01 1 0
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AG. & TEA dose-respoase curve of Kvdl and KvX 2 curments in CHO
cells ransfected with Kvl.1 and Kv3.2 ianscripts, PRuwd is the rraction of the
currents remaining {fy e 8l 40 mVY as o funclion of the cuncentzation of
TEA in the bath. IC , obtained by liting the cxperimental data 1o the Sigansid
Logistic Yuaction [1#1 + expl = )] lor Kvd.l and KoL} cuments was 0 1%
(- and (.28 mM (--1, rospectively fr = 43,
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TauLE L. Electrophysiological properties of Kvy eurrents ond Igp ey in 1ype A and type 8 pallidal newrons
Activation
Lnactivation
V.. mYy ¥, mY L mv f e 18 Ty M8 T {ms) Relerence
Kvl.i =20 - 10 8.l 11 34 235 Na 1
Kvl.2 -2~ 10 12l R4 4 5 NA 1
Kvia -0 ~10 11 RS 1 - 19.9 2
Lew men (A) - -0 69 10.6 4.2 36 NA 1
ler.res (BY =~ te -0 155 143 6 — 15 !
All are feporied @l room temg T. Refl 2 1. this work; 2. Rudy ¢l al. (1999). V. minimum voltage al which there is tignificant

activation of the currenl; ¥y, membrane mt:nual at which (he condnxum is half maximal; & slope of ncrma[ap:d G-Veurve; 1.,

time for the cument (o rise

from L0 10 90% af ils final value for noninaclivating cwmenls and lime (o peak for inaclivaling currents. both st +40 m¥; 7, time constant of deactivation ol
- 40 mV: Inactivation r. time constant of tnactivation ar +40 mV; NA, not applicible.

main types shown in Fig. 7. Most ncurons (type A, Fig. 7, 4
and B} had bipolar-fusiform or triangular shape and werc
similar in size and morphological appearance o pallidal
GABAcrgic projecting neurons (Park et al. 1982; Summneier e
al. 1994). The sccond type, much less frequently encountered
(iype B, Fig. 7C), consisted of multipolar cells that were
distinguished mainly by having somas significanty larger than
those of type A cells. These cells may comespond to the large
cholinergic neurons that lie aleng the medial border of the GP

(Surmeier et al. [994), but no evidence of this was obtained in
this study.

It was also possible to group the dissociated GP ncurons
according to the amount and kinetics of the transicnt currents
abserved when the cells were depolarized from a holding
petential of —80 mV. Figure 8 shows records (rom threc
different neurons at two holding potentials. The cell shown in
A has very little low-voltage activating A-type curent, whereas
this current is large in the cells shown in € and £ In addition,

AG. 7.

ot brain slicry uwed tor dissocialing

Freshly dissocialod pallidal acuroas, A-C- images of 3 eypical neurons from acutety divwewizted sat Gt obiained under
Nemanki oprics. Two A-type cells are shown in A asd # and Botvpe cell in C. I3 diagrass illustraning the section (hdack triangler
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AG. 8. Qutward curreats froms scutely dissocinted pallidal newroes. A, G
and E: currents in 3 representative GP peurons expressing different propontions
of low-voliage-activating tansient, A-type currents. Depolarizing pulses from
=30 1o +40 mV were applied from o holding poteatial of ~B0 mV in 10-mV
increments. B, D, and F: records obtained from the same cells (A, €, and £,
respoctively) when depolarized to the same voltages from a holding potential
of —40 @V, Notc that io addition 1o the transical current, s fraction of the
sustaided eurrent is also inactivated by holding the membrase at ~40 m¥.

the celt shown in £ has a sobstantial amount of a slowly
inactivating A-type current similar to the f,, described in
pallidal neurons by Stefani et al. (1995), The records in Fig. 8
also show that a holding potential of —40 mV (Fig. &, 8, D, and
F) inactvates not only the transient currents but aiso a sub-
stantial portion of the sustained current. We did not observe a
clear corelation between the phenotype of the currenis a1 a
holding potential of —80 mV and the cell's morphology.

The experiments described next, aimed at searching for
Kv3.1- and Kv3.2-like currents in dissociated pallidal neurons,
asked whether in these cells there is # component of the
potasstum current whose kinetics, voliage dependence, and
pharmzcology resembles those of the cuments necorded under
the same experimentzl conditions in CHO cells eapressing
Kv3.1 or Kv3.2 proteins. The resulis will be presented in two
parts ¢ach comprising results obtained from oue of wo distnct
subpopulations of GP neurons, distinguishable by their mor-
phology and clectrophysiological characteristics: type A and
type B eells. As indicated in mernops, identical intra- and
extracellular solutions to those used to record currents in CHO
cells were used in pallidal neuron recordings.

Type A GP neurons

This group was composed of cells with fusifermvbipolar and
trzngutarfmultipolar somata {such as those shown in Fig. 7, A
and B). Typical records obtained from a cell with these mor-
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phological characteristics are shown in Fig. 9. Figure 94 shows
2 family of currents obtained during depolarizing pulses from
a holding potential of ~40 mV, and Fig. 98 illustrates the
currents obtzined in the same ccll alter the application of { mM
TEA 1o the exiemnal solution. The studies with Kv3.1 and
Kv3.2 currenis in heterologous expression systems indicate
that such a concentration of TEA should eliminate an important
fraction {~80%) of the current gencrated by Kv3 channels. A
holding potential of =40 mV was used to reduce the compo-
nenus of the total K* current and facilitate the isolation of
Kv3-like cumrents, which are not significantly affected by hold-
ing the membrane at this potential (see Fig. 4).

The currents recorded under control conditions (/gp,) begin
to activate at about —20 mV and have chamcteristics of de-
layed rectifying currents. The TEA-resistant carrenl compo-
nent (fgp, g} also possesses characteristics of a sustained cur-
reat of the delayed rectifier-type, although its activation
kinetics is slower than that of {gp,.. Figure 9C shows the current
component sensitive to TEA (/gp. 1ga). obtained by digital
subtraction of the current traces shown in 8 from the corre-
sponding traces in A. In type A cells, Igp 1u, is also a sustained
current of the delayed rectifier type that represents in this cell
~50% of the wtal current from a holding potential (Vy,) of ~40
mV. Typically the activation kinctics of fgp, mpa Was faster

A B c <
o g
i . 100 ms

D G/GMax
1.0 f'.l -
10 mg
0.8 .
! -
0.6 J'
04 ]f
0.2
<100 50 0 50

Vm {mV)

AG. 9. Voltage-dependent K™ ¢urrenis obtained Irom a typical ype A
pallidal neuron. A-C: currents obtained fromt 4 GP ncwen held at - 40 mV
during depolasizing pulses from — 30 10 +40 mV ia 10-mV increments, before
{A} and afier {8) the application of 1 mM TEA. Traces in C thow the
TEA-sepsitive component oblained by digilal sublraclion of the traces in B
{om those in A, [ascl: tansition from +40 w0 —40 mV with the il current
tampted at 30 ppoint. D: plot of relmive conducuance (G/G,..) of the
TEA-scasitive cumrent from teveral type-A pallidal peurons {n = 6). —, fit to
a Botzmaaa funciion.
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AG. 10. Comtparison of the sctivation kinetics of Kv3.1 and Kv3.2 cumenis
in CHOY eells, and the TCA-sensitive curment in type A pallidal neuroas.
Currents obkained from & CHO cell cransfected with Kvd.[ (A) or Kv3.2 (B
cDNAs, and the TEA-sensitive current from & type A pallidal neurca (€}
obtained during voltage steps from <30 10 +30 mV, applied from a holding
poicatisl of —40 mV in 10-mV increments. D—G: Is¢ 150 ms of the current
records obtained a1 the indicated membrane posential from the celld shown ia
A-C have beea scaled and arc shown superimposed (or comparison.

than that of lgp g (compare Fig. 9, 8 and ). It is also apparent
from the records shown in Fig. 9, 8 and C, that the TEA-
fesistant and -sensitive components of the current in this cell
2lso difler in their rate of deactivation a1 —40 mV, The deac-
tivation of /gp, g is slow as compared with the rate of deacti-
vation of Igp s (7deact = 2564 *+ 338 ms (n = 9) for /pp,
rand 272 = 024 ms {n = 6) for { gp 1ps). While the
proportion of /gp g and lgp rpa varied among Lype A cells
/. e, Tanged between 30 and 85% of total current at a ¥y of
—40 mV, with a mcan of 54%), the kinetic features illustrated
here were reproducibly observed.

Figure 90 shows the normalized conductance (GAZ .., ) for
Ige. Toa- This component of the current starts activating be-
tween — 10 and ~20 mV. The continuous line represents the fit
of the data to a Bolzmann equation with a V,, and k of 16.94
mV and 10.59 mV ™', respectively (n = 6). These data show
that the component of the outward current from type A cclis
that is blocked by 1 mM TEA resembles in voltage dependence
as well as in activation and deactivation kinetics the currents
carricd by Kv3.1 and Kv3.2 channels.

To explore this conclusion further, we compared more
closely the kinctics of activation and deactvation of fgp, 1ya
with the kinctics of Kv3.I and Kv3.2 cuments in CHO cells.
Figure [0 shows cument records obtained with identical pulse
protocols in CHO eclls wransfected with Kv3.l and Kv3.2
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¢DNAs (A and B, respectively) and fgp g, in a type A GP
newron {C). [n D—G, we have scaled and superimposcd the first
150 ms of the current traces in A-C, at four diffzrent voltages.
It is clear from this comparison that the TEA-sensitive com-
ponent of the K* current in type A GP neurons has activation
kinetics that elosely resembles the activation kinetics of Kv3.1
and Kv3.2 currents in CHO celks.

Igp. TEA 2150 resembles Kv3.1 and Kv3.2 currents in deac-
tivation kinetics. Figure 11 examines the kinetics of the tail
current recorded under control conditions in 2 type A GP
neuron. The tail cument that results from repolarizing the
membrane potential from +40 to —40 mV (Fig. 114) was best
fiued by the sum of two cxponentials, suggesting that the
deactivation process of this current includes vwo componenis
with fast and slow time constants (r, = i.78 msand 7 = 21.8
ms, respectively). In contrast, the tail current of the TEA-
insensitive component {Fig. 118) and the TEA-sensitive com-
ponent (Fig. 11C) can be fied 1o a single exponential with
time constants of 28.8 and 2.27 ms, respectively. These two
values resemble the lime constants of the two components seen
in the total current. The time constant of deactivation of the
TEA-sensitive current from a number of experiments (n = 4)
is plotted against the repolarizing membrane potental in Fig.
1D, lgp rqs deactivates very fast, at rates similar (and
roughly intermediary) to those of Kv3.1 and Kv3.2 cumrents in
CHO cells. A summary of the comparison of the properties of
IGp. TEA 10 type A GP ncurons with the properties of Kv3.1 and
Kv3.2 currents is shown in Table L.

Type B GP neurons

The characteristics of the currents obtained from GP neurons
described carlier were typical of the majority of the cells
studied. However, we found that in a small group of cells, |
mM TEA biocked a fast inactivating cumment. Many of these
cells (type B) had a distinct morphology characterized by large
muliipolar sotnas with about four o five dendrites (such as the
cell illustrated in Fig. 7C). Typical records from one of these
cells are shown in Fig. 12. Depolarizing pulses from a holding
poteatial of ~40 mV produced currents of the delayed rectifier
type similar to those seen in type A cells (Fig. 124), although
the kinetics of activation of these currents was faster than that
of the currents recorded in type A GP neurons (fisc time
between 10 and 90% at +40 mV of 140 = 1.2 ms, » = 3 for
type B cells and 25 £ 5 ms, n = 6 for type A cells). The
predominant time constant of deactivation of the currents in
these cells is slow (7 = 25.86 % 1.17 ms after a pulse to +40
mV: r = 4}. Application of | mM TEA inhibited ~10-£5% of
the current (Fig. 128). The TEA-resistam current had slower
activation kinetics than the control (10-90% rise time: 22.4 =
2.5 ms, n = 3). The TEA-sensitive component (/gp, ra)s
obrained by digital subtraction (Fig. 12C), was composed pre-
dominandy of 2 current that activates very rapidly starting at
voltages more positive than = 1O mV (time to peak at +40 mV
of 36 * 07 ms, n = 4) and presented marked and (ast
inactivation that could be fited to a single exponential func-
tion, Figure 12E plots the time consiant of inactivartion of the
transical current versus the potential during the pulse for this
cell, Clearly the rate of inactivation is dependent on the voli-
age, becoming faster as the depolarization increases.

The TEA-scnsitive component in these cells also includes a
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Pa. 11, Deactivation kiseties of K* cur-

rents recorded from a type A GP neurod. A: til

Y current obtained (rom a type A pallidal neuron

2 duning repolarization to 40 mY aller a voliage

N — step to +40 mV from & holding potential of

1,=23Tms 10ms —40 mVY. Deastivation cas be fiteed by the som

of 2 cxponentis! functions. £: il current ob-
tnined from the same cefl and during the same
vollage protocol as in A after application of |
mM TEA. In this case. the wail cument can be
fued to a single cxponcatial function. C: ail
current of the TEA-scaskive componcal ob-
tained by subtraciioo of the current reeond ob-
tained with TEA from the curreat reeord ob-
tained before TEA application. Tail current is
also well fitted by x single exponential functioa.
—, curvey fitted [0 the experimental points (O
sampling mute 60 usipoint). D volage depes-
dence of the time constants of deactivatinn of
the TEA-scosiive current in severad type A GP
nourons (s, 7 = 4). Deantivation time ¢toostants
for Kv3.1 (&) and Kv3.2 (0) currents obtained in
CHO cclts shown ia Fig. $ have beea reploticd
here 1o facilitale comparison with the deactiva.
tivn of the TEA-sensitive cumrents in fyps A GP

-£0 50 %0 20
Membrane Potential (mV)

Tail Current Time Caonstant {ms)

sustained component. The ratio of sustained to transient com-
ponent varied from cell w cell. It is small in the cell illustrated
in Fig. 12 but represented up o ~40% of the current in some
type B necurons. The TEA-sensitive current in these cells
staried to activate at very depolarized potentials {(——10 mV)
as was the case of the /g, 1g, 0 type A cells and Kv3.1 and
Kv3.2 in CHO cells. The normalized peak conductance (G/
G ) 85 2 function of voltage for the fast transient component
of scveral type B neurons is shown in Fig. 12D, The experi-
mental data were fit to a Boltzmann function with 2 V,, and k
of 1547 mV * 05 and 1434 * 1.0 mV™', respec-
" tively; no= 4),

The transicnt currents recorded from type B neurons of the
GP resemble the curments expressed by Kv3.4 proteins (Table
1}. These are proicins of the Kv3 subfamily that express fast
activating and inactivating currents resembling Kv3.1 and
Kv3.2 in voliage dependence and pharmacology (Rudy et al.
1991b, 1999; Schroter et al. 1991; Vega-Sacnz de Miera el al.
1994). This result was surprising at first because in Situ hy-
bridization studies reporied that Kv3.4 was only expressed at
very low levels in a scattered pattern in the GP (Weiser et al.
1994).

Because there are no antibodies available against Kv3.4
proteins, we used single-cell RT-PCR to investigaie whether
typc B cells in the GP conuain Kv3.4 transcripts. Single-
stranded cDNA synthesized from the mRNA obtained from the
cytoplasm of scveral freshly dissociated type A and type B GP
neurons was used as template for two rounds of PCR amplifi-
cation. In the first round, we used a pair of primers designed to
amplify the products of all Kv3 genes. This was followed by
amplification using internal pimers designed to amplily spe-
cifically the products of Kv3.1, Kv3.2, and Kv3.4 genes (sce
details in meruons). The amplificd products obtained when
cDNA for each Kv3 genc was used us templaie are shown in
Fig. 13A. Each product has a different molecular weight facil-

6 newnns,

itating the identification of the transcript. Figure 13, 8-D,
shows the amplified bands obtained with several type A and
type B cells. These studies showed that Kv3.2 transcripts are
found in most type A (81%; n = 17) and some type B cells
(64%; n = B}, Kv3.1 is found mainly in type A cells (85%),
and Kv3.4 only in type B cells,

DISCUSSION

Key properties of Kv3.1 and Kv3.2 currents expressed in
mammalian cell lines

Both Kv3.1 and Kv3.2 cDNAs result in the expression of
similar currents in CHO cells that resemble the currents ex-
pressed in Xenopus oocytes {reviewed in Vega-Saenz de Miera
el al, 1994). These currents have several propertics (see Table
1) that distinguish them from those of other delayed rectifier
K* channcls known (Coetzee et al. 1999). Onc propemy is an
activation veltage range that is more positive than that of other
heterologously expressed voltage-gated K* channels, besides
those of the Kv3 subfamily, The channels with the nearest
activation voltage (Kv2.1 and Kv2.2) stant activating at 10-20
mV more negative potentiats. Although Kv3 channel opening
staris at high poteatials {more positive than —t) mV), the
probability of channel opening increases steeply with volzge,
and >80% of the channels ar¢ opened at +30 mV. The
currents deactivate very [ast, at rates that are =7-10 times
faster {(when compared at the same voltage) than those of other
known mammalian voltage-gated K' channcls, except for
Kv1.7 a nonneuronal member of the KvI subfamily (deactiva-
tion rates arc 2-3 umes slower than Kv3.1 or Kv3.2} (Coctzec
et al, 1999; Grissmer et al, 1994). The ratc of rise of the
currents is relatively fast; faster than many other voltage-gated
K* channels {c.g., Kv2.x: Kv1.2) but slower than that of other
volage-gated K* channcls such as several Kvt channels kike
Kvl.l and Kvl.5 (Coetzce et al. 1999). In contrast to other
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FG. |2, Vollage-dependent K™ currents in type B pallidal sewons, A:
famities of K* currents obtained from a type B cell held at —40 mv and
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ccll and during the same pulse protocols as in A in the presence of | mM TEA.
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8 from these in A. D: aormalized peak conductance voltage relatioaship for the
TEA-scnsitive component oblnined from several type B cells (r = 4). — fitto
4 Roltzman funciion, £: vollage dep e of the time of igactiva-
tion of the wransical component of the TEA.sensilive compaaent oblined from
fits 10 a single exponential function

delayed rectifiers, Kv3.l and Kv3.2 currents are not signifi-
canly inactivated by depolarizing prepulses (sce Fig. 4) and do
not show cumulative inactivaton (Grissmer ¢t al. 1994; un-
published obscrvations), These distinctive propertics arc likely
to endow neurons with special electrophysiological propertics
(sce following text),

Kvd 1-Kvd.2 chonnels in paltidal neurons

The swdies described here provide strong cvidence that in
pallidul ncurons, Kv3.1-Kv3.2 proteins in heteromultimeric
complexes form K* channels mediating a high-voltage-acti-
vating componcent of the delayed rectifier current that closely
rescibles the currents expressed by these proteins in heterol-
ogons expression sysiems. The inununohistochemical studics
demaonstrated that there is expression of both Kv3. | and Kv3.?
proteins in the GP und that both proteins are colocalized in the
same cell type, the triangular and hipolar parvalbumin-contin-
ing (PV +) ncurens, which constilute the major neuronal pop-
ulation in the rodent GP (see following Lext). Morcover, anti-
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bodies against Kv3.l or Kv3.2 prowins coprecipitaie both
subunits, strongly suggesting that the proteins exist in hetero-
meric complexcs. It remains © be shown, however, that the
{unctional channels are heteromultimeric. This wil! be a diffi-
cult task unless major, not yet detected, differences between
homomultimeric and heteromultimeric channcls are discov.
cred. We also have demonsirated that in acutely dissociated
pallidal neurons having triangular or bipolar shapes (type A),
shown (o express Kv3.1 and Kv3.2 wanscripts by single cetl
RT-PCR, a2 component of the cusrent not inactivated when the
cell is held at —40 mV and blocked by | mM TEA, has
properties that closely resemble those of Kv3.d and Kvl.2
channels in CHO cells (sce Table 1).

The concentration of TEA used to isolate the cumenl in
pallidal neurons (1 mM) blocks >80% of Kv3.l and Kv}.2
currents in hewerologous expression systems. This concentra-
tion of TEA produces significant inhibition of only a lew other
known K* channels, These include the large conductance
Ca®*-activated K* channels containing proteins of the slo
family (K, 80-330 uM) and Kvl.| chanacls (&, ~ 0.5 mM)
{Coetzee et al. 1999). These channcl types are unlikely to
contribute to the cument isolated from the pallidal neuroas in
these swdies. In our experiments. the activation of Ca®*.
activated K* channels was suppressed by using Cd?* in the
extracetlular solution and by using BAPTA in the intracellular
solution, In the pallidal area Kvl.! proteins apparently are
expressed somatically enly in the ventral pallidum (Wang et al.
1994}, Moreaver, Kv1.| channcls also are blocked by dendro-

A B

Kv3.1

i

¥

’ Triangular

W 31323334 M

16 13, Single-cell RT-PCR to identily K3 ranserpts in paltidal nev.
rim A amplitied products abtained when cDNA for cach of the 4 Kv3 genes
was wsed as wemplate, Amplified prsducts wene run in an agarose gel stainey
with ¢thitlum bremide. 8-12 amphiticd products obiained fnrm severat pallictal
acurons of the indicated type using KX 1 {#)-, Kv3.2 00O, and Kvd. & specilic
pamsess (D). Molecular weight standands (M1t are dX-474 qarkers from
Rintab,
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wxin (&, ~ 10-20 nM) (Coctzce et al. 1999). ln pallidal
neurons, this toxin blocked a small inactivating current com-
ponent (—10-15% of total outward current) resembling a2 D
current (Wu and Barish 1992), which was suppressed signifi-
cantly by holding the cell at —40 mV. Dendrotoxin afso blocks
other channels of the Kvl subfamily that are not highly sen-
sitive to TEA (Coetzee et al. 1999) and may mediate the D-like
current in pallidal neurons.

This study confirms and extends the observations of Du et al.
(1996), who showed that hippocampal intemcurons expressing
Kv3.1 proteins had a current that showed resemblance to Kv3.1
currents in heterologous expression systems. Also the Mype
current in T lymphocytes was shown to be very similar to
Kv3.1 currents in Xenopus oocyles when recordings in the two
preparations were obtained with the same solutions {Grissmer
et al. 1992). Kv3.1-like currents also have been described in
auditory ncurons (Wang et al. 1998).

It appears from these results that the properties of native
channels coataining Kv3.1 and Kv3.2 proteins are not signif-
icantly affected by factors such as associated subunits or pos-
translational modifications as might be the case for other
cloned subunits, at least in the cells studied uniil now. N is
therefore valid to ask why were Kv3.1- and Kv3.2-like currents
not deseribed in the many neurcnal populations expressing
these protcins prier to the cloning studies? Most likely the Kv3
channel-mediated current was buried in other components of
the K* cumrent. This emphasizes the suggestion made in the
introduction that expesimental conditions and methods to iso-
late individual components of the K* current tajlored to scarch
for specific current components are required before it is pos-
sible 10 determine whether native currents resemble those in
hetcrologous expression systems. In the specific case of palli-
dal neurons, the Kv3. 1-Kv3,2 current isolated in our study was
most likely buried in the delayed rectifier componem {4}
isolated with 10 mM TEA by Steffani ex al. (1992, 1995).

Physinlogical significance

The GP in rodents consist of a main neuronal mass homol-
ogous (o the external segment of the GP in primates and often
is referred o simply as the GP. A smaller nuclear group
situated at a certain distance and cmbedded among the fiber
bundles of the internal capsule usually called cntopeduncular
nucleus (not included in most of our dissoctations) is thought
to comrespond 1o the intemal segment of the GP in primates
(Heimer et al. 1995). The GP proper contains several neuronal
populations, the majority of which arc medium to large neu-
rons (20-40 um in length along their longer axis) with a
fusiform (bipolar) or triangular shape, There arc also small
neurons (12-16 gm in length), which may correspond o the
small dissociated cells that were excluded from the present
study, and a few scattered large multipolar cells located mainly
in the medial border in rat, which may comespond 1o chelin-
ergic ncurons {Difglia ct al, 1982; Fox et al. 1974; Heimer et
al. 1995; lawhori and Mizuno 1981; Kita 1992, 1994; Kita and
Kitzi 1994: Millhouse 1986; Moriizumi and Hawtori 1992; Park
et al. 1982; Tkatch et al. 1998). Most pallidal neurons, includ-
ing the triangular and fusiform cclls, are GABAergic. Many of
these cells stain for parvalbumin, which labels about two-thirds
of projecting pallidal ncurons (Hontanilla et al. 1994; Kita
1994: Rajakumar et al. 1994a.b: Riedel et al. 1998). According
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to our immunohistochemical studics, Kv3.l and Kv3.2 are
present in the PV+ neurons (Fig. 2). Furthermore the mor-
phology of the majority of the dissociated cclls identified as
type A in this study corresponds to the moerphology of the PV +
cells in sitw. Together with the results from the single cell
RT-PCR, this suggests that the neurons expressing Kv3.1- and
Kv3.2-like cumrents correspond to the projecting GABAergic,
PV +, neurons. The ventral paltidum, which may have contam-
inated some of our dissociations, contains similar GABAergic
and cholinergic neurons (Heimer et al. 1995).

The Kv3.1-Kv3.2 component of the delayed rectifier current
in pallidal neurons represents a significamt component of the
wotal K* cutrent (~50% of the current when the cell was
depolarized from a holding potential of —40 mV) and is
therefare likely to contribute 10 the firing properties of these
cells. Because Kv3.1-Kv3.2 channcls are not opened unti] the
membrane potential is depolarized beyond — 10 mV, it has
been suggesicd that these channcls are activated lawe in the
action potential and, when present in sufficieat amounts, influ-
ence action potential repolanzation. Thus Kv3.§-Kv3.2 chan-
nels would help dictate action potential duration without com-
peting much with the Na* current in gencrating the rising
phase of an action potential and influencing firing thresheld, in
contrast to K * channels that are activated earlier during a spike
(Lenz et al. 1994, Moreno et 2l 1995; Rudy ex al 1999;
Sekirnjack et al. 1997, Vega-Saenz de Micra et al. 1994; Wang
ct al. 1998; Weiser et al. 1995). These arguments, supported by
compuier modeling (A, Ersir, D, Lav, B. Rudy, and C. S.
Leonard, unpublished data), suggest that high-voltage-activat-
ing K* chanpels would modulate firing properties more selec-
tively than K* channels that activate at more negative voltages.

Many of the neuronal populations expressing Kv3.1 and
Kv3.2 channels fire trains of bricf action potentials at high rates
{Erisir et al. 1998; Martina et al. 1998; Massengill <t al. 1997,
Perncy et al. 1992; Rudy et al. 1992; Sekimjack et al. 1997,
Wang e1 2], 1998; Weiser et al, 1994, 1995), such as fasi-
spiking interneurons in the cortex and the hippocampus.
Kv3.1-Kv3.2 channels may help maintain high firing rates by
kecping action potentials short, reducing Na™ channel inacti-
vation, and facilitating fast recovery of Na' channels from
inactivation by hyperpolarizing the cell following the spike,
Their fast deactivation on repolarization will quickly climinate
the increase in K* conductance, and therefore these channcls
will contribute litde to increasing the refractory period. K*
channels that are open at fower potentials or do ot deactivate
as fast could repolarize the spike but at the same time also limit
firing frequency by contributing o the refractory petiod, In fact
pharmacological weatmems that suppress Kv3 currents impair
fast spiking in neocortical neurons, but blockade of other K*
currents actually increases firing frequency (Erisir et al. 1998).

Although there has not been a study combining immunohis-
tochemistry and electrophysiology of pallidal neurons, it is
likely that the PV + pallidal neurons comrespond to the repeti-
tive firing group of cells recorded in an in vivo intracellular
study in rats by Kita and Kitai {1991} because they both
reprcsent the largest cell population and they have simifar
morphologies (Kita 1994; Kita and Kitai 1991, 1994). These
cells, which probably correspond 1o the type Il neurons ob-
served in inuacellular rccordings from guinca pig slices
{Nambu and Llinas 1994, 1997), show fast repetitive firing
(=200 Hz) with weak accommodation when depolarized.
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It is possible that the role of Kv3.1-Kv3.2 channels in PV +
pallidal neurons is similar to their proposed role in cortical
intereurons 1o facilitate sustained high firing rates. The firing
frequency of the repetitive firing cells in the GP is not as high
or sustained as that of fast-spiking cortical neurons. Analysis of
the currents in the laner cells shows that they have a signifi-
cantly higher proportion of Kv3-like currents than pallidal
neurons and lack subthreshold-activating A-type cuments (A.
Erisir, D. Lau, B. Rudy, C. S. l.conard, unpublished data).
These differences in channel composition may explain the
differences in spike frequency adapuation of the two cell types.
The resting potential of pallidal neurons will change the con-
trbution of Kv currents to the total current, it is therefore also
passible that the firing frequency or adaptation of PV + pallidal
neurons will depend on the resting potential,

Expression and role aof channels containing Kv3.4 proteins
in a smail subpopulation of pallidal neurons

The most surprising result of this study was the finding of
fast, wansient, high-voltage-activating, TEA-sensitive currents
in 2 small subpopulation of the dissociated cells. The currents
resemble those expressed by Kv3.4 subunits in heterologous
expression systems (Table 1) (sae also Vega-Saenz de Micra et
al. 1994). The hypothesis that these transient cuments in GP
neurons are mediated by channels containing Kv3.4 proteins is
supported by the findings from singlecell RT-PCR, which
showed that Kv3.4 transcripts are present only in the cells
having the high-voltage activating transicnt current. We did not
expect o find Kv3.4 channels in pallidal newons because
Weiser et al. (1994) reported very weak expression of Kv3.4
transcripts it the GP (in sima hybridization signals for these
mRNAs were reported a5 **weakly above background'’). How-
ever, Weiser €1 al. (1994) cautioned in their paper that low
expression of Kv3.4 transcripts in neurons expressing other
Kv3 proictns could be of physiclogical significance because
Kv3.4 subunits can form heteromultimeric chanpels with other
Kv3 proteins resulting in a large amplification of the transient
current. Type B pallidal ncurons might be an example of the
sitwation predicted in this paper.

Nevertheless relative o the other outward currents, the
Kv3.4-like current in type B pallidal newrons contributes such
a small proportion of the total current that one could be
tempted o suggest it could play little role in the excitability of
these cells. However, although the Kv3.4-like current contrib.
utes ale current, it produces a Targe effect on the rise lime of
the total current. The currents remaining after | mM TEA are
not very different in magnitude from the original current;
however, they are clearly much slower (see Fig. 12). This
suggests a new role for Kv34-like cumments: to accelerate the
rate of rise of the repolarizing currents. Further studies of type
B pallidal neurons or other celis expressing Kvi.4 channcls
will allow future tests of this hypothesis.
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“Pero si me dan a elegir

de entre las vidas (yo escojo)

la del pirata cojo con pata de palo

y parche en ¢l ojo

el viejo truan, capitan

de un barco que tuviera por bandera
un par de tibias y una calavera...."

Joaquin Sabina.



	Portada
	Contenido
	Introducción
	Antecedentes Específicos
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía

