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INTRODUCCION 

La membrana plasmática es el principal organelo de interacción 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 regulación metabólica y en las interacciones de célula a célula 

(Damell et al, 1990). Posee un papel fundamental en la transducción, generación y 

transmisión de la información en el sistema nervioso, músculos y otros tejidos 

excitables (Hille, 1992; Aidley y Stanfield, 1996; Johnston y Miao-Sin, 1995). 

En el sistema nervioso, las células neuronales se distinguen por su 

capacidad de responder a diferentes estímulos ambientales mediante la 

generación de cambios característicos y transitorios en el potencial de membrana 

llamados potenciales de acción (PA). Con el fin de explicar en términos físico­

químicos los eventos macroscópicos que subyacen a la generación y propagación 

de los PA, A. L. Hodgkin y A. F. Huxley desarrollaron durante los años 50 la 

descripción fenomenológica de las propiedades eléctricas de la membrana celular 

llegando a proponer que bajo dicho fenómeno existen cambios dependientes de 

voltaje en las permeabilidades específicas para los iones de sodio y potasio. 

Los principios básicos de generación de los potenciales de acción han sido 

agrupados bajo la hipótesis iónica de la teoría eléctrica de la membrana y pueden 

resumirse de la siguiente manera: a) se desarrollan a través de unidades discretas 

de membrana, b) dependen de las diferencias de concentración iónica a cada lado 

de la membrana y, c) se producen debido a que ésta es selectivamente permeable 

hacia algunos iones. Como corolario podríamos agregar que la corriente eléctrica 

que fluye a través de la membrana es producto del movimiento iónico. 

Las mencionadas "unidades discretas de membrana" corresponden a un 

grupo de proteínas integrales llamadas genéricamente canales iónicos. Estos 

regulan los cambios de la permeabilidad iónica absoluta y por lo tanto, la 

conductancia de los distintos iones que fluyen a través de la membrana plasmática 

(Aidley y Stanfield, 1996; Hille, 1992). 



La existencia de dichas proteínas, si bien sugerida por los experimentos de 

Hodgkin y Huxley, fue propuesta por primera vez en 1972 por Bernard Kalz y 

Ricardo Miledi, quienes suponian su existencia cuando trataron de medir con alta 

resolución la corriente iónica evocada por la acetilcolina en la placa neuromuscular 

(Kalz y Miledi, 1972). 

En 1976, Irvin Neher y Bert Sakmann observaron por primera vez corrientes 

iónicas fluyendo a través de lo que ellos llamaron "canales iónicos" (Neher y 

Sakmann, 1976 .,"). 

La naturaleza proteica de estos canales quedó demostrada tras los estudios 

de expresión funcional de las subunidades que conforman al receptor de 

acetilcolina (ACh) obtenido mediante técnicas de DNA recombinante a partir de la 

placa neuromuscular de la raya Torpedo californica en ovocitos de Xenopus 

(Mishina et al, 1984). 

Los canales iónicos son los elementos fundamentales de la señalización en 

el sistema nervioso. Ellos generan y regulan de manera específica las corrientes 

eléctricas en las neuronas, controlando así la secreción de hormonas y 

neurotransmisores. Se encargan de la traducción de estímulos químicos y 

mecánicos en respuestas eléctricas que puedan enlazar los eventos exlracelulares 

con los intracelulares. Están íntimamente ligados con las respuestas fisiológicas a 

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

Es posible agrupar la enorme diversidad de canales iónicos descritos hasta 

la fecha, en diferentes clases de acuerdo a sus propiedades biofísicas y 

farmacológicas (Watson y Abbot, 1992). Basicamente, los canales ionicos se han 

clasificado en: 

1) Canales Exlracelulares Activados por Ligando: Esta superfamilia inCluye 

proteinas constituidas de 5 subunidades polipeptídicas cada una de 
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ellas con 4 regiones transmembranales. Sus ligandos prototipicos son 

neurotransmisores clasicos. 

2) Canales Intracelulares Activados por Ligando: Son similares 

estructuralmente a sus homologas exlracelulares. Entre sus ligandos 

prototípicos encontramos al AMPc, al GMPc, al Ca» ya las proteinas G. 

3) 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 voltaje 

a traves de la membrana plasmatica. Poseen poros permeables 

altamente selectivos. 

4) Canales Catiónicos: Estos están constituidos por 5 subunidades y son 

regulados por nucleótidos intracelulares como el GMP. Son poco 

selectivos y están implicados fisiológicamente en la transducción de 

señales entre diversas células receptoras como los conos y bastones de 

la retina. 
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CANALES IONICOS DEPENDIENTES DE VOLTAJE 

En la mayoría de las células excitables, el potencial de acción es producto 

de la despolarización del potencial de reposo membranal (comúnmente mas 

negativo que -80 mV) a niveles más positivos que el umbral. Dicha 

despolarización puede ser generada por corrientes sinápticas, por corrientes 

despolarizantes provenientes de regiones que han sido previamente 

despolarizadas durante la propagación del potencial de acción, por marcapasos 

celulares o por corrientes inyectadas mediante un electrodo. 

Básicamente, el potencial de acción en el axón consta de dos fases: 

A) Una pequeña despolarización iniciada por cualquiera de los 

mecanismos antes mencionados produce la apertura de algunos canales 

selectivos a los iones sodio, permitiendo así su difusión al interior celular en favor 

de su gradiente de concentración. 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 corriente iónica dependiente de 

sodio que genera la fase inicial rápida del potencial de acción. 

En algunas células, la depolarización durante el ascenso del PA puede 

estar complementada (yen ocasiones hasta substituida) por canales selectivos a 

iones calcio. Por ejemplo, en el músculo cardíaco de mamíferos y en algunas 

células musculares lisas de invertebrados, el PA es llevado a cabo principalmente 

por canales de calcio de manera similar a como ocurre con los canales de sodio 

(Tsien et al, 1988; Snutch y Reiner, 1992). El calcio que ingresa al interior celular 

durante esta fase también actúa como segundo mensajero primario e inicia el 

acoplamiento excitación-contracción en la fibras musculares, el acoplamiento 

excitación-secreción y otros múltiples procesos metabólicos. 

B) El potencial de acción se termina y se revierte por la activación tardía 

de canales de potasio sensibles al voltaje. Estos canales se abren lentamente 
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durante el curso temporal de la activación de los canales de sodio, permitiendo el 

flujo de potasio siguiendo su gradiente difusional hacia el exterior celular, 

induciendo así la repolarización de la membrana celular al acercar su potencial al 

de equilibrio electroquímico para el potasio (- -80 rnV). Por esta razón, 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 tas corrientes entrantes (despolarizantes) de sodio y de 

calcio principalmente (figura 1). 
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Figura 1. Potencial de acción. A: Curso temporal de los principales componentes ionicos dúrante un potencial 
de acción. Se muestran superpuestas las corrientes de sodio y potasio con relación al potencial de acción en 
propagaci6n (V). Se indica en el eje izquierdo el potencial en milivoltios de la membrana, en el eje derecho la 
amplitud total de cada uno de los componentes tambien en milivoltios y en la parte inferior la duración total en 
milisegundos. gNa, conductancia de sodio. gK, conductancia de potasio. B: Cursos temporares de cada uno 
de los componentes mostrados en A En el grafieo superior se encuentra el pulso despolarizante de 56 mV 
aplicado a la membrana celular. Inmediatamente abajo se muestra la corriente producida por el pulso anterior: 
se puede ver que consta de tres componentes: 1. Transitorio capacitivo (artefacto de estimulaci6n), 2. 
Corriente rectificadora sostenida y 3. Corriente transitoria entrante. La corriente ttransitoria representa a la 
conductancia de sodio (4), mientras que la de tipo rectificante es debida a una condudancia de potasio (5). En 
parte inferior se muestra el curso temporal en milisengundos. 
Tomada de Nicholls et al, 1992. 

Los estudios moleculares iniciados en años recientes con el aislamiento de 

la proteína constitutiva del canal de sodio del órgano eléctrico de la anguila 
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(Eleclrophorus, Noda et al, 1984), han mostrado que los canales iónicos de sodio, 

calcio y potasio que responden a cambios en el potencial de membrana, 

constituyen una superfamilia cuyos miembros están relacionados entre sí debido a 

la presencia de características 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; Rogar! et al, 1989; Trimmer et al, 1989; 

8nutch y Reiner, 1991; Gautron et al, 1992; Snutch et al, 1992), están constituidos 

por complejos proteicos de aproximadamente 260 kDa organizados en cuatro 

dominios homólogos (D1-D4) unidos entre sí mediante conectores. Cada uno de 

estos dominios está formado a su vez, por seis segmentos transmembranales 

denominados convencionalmente 81 a S6 (Noda et al, 1984; Thomsen y Catterall, 

1989). Diversas evidencias proponen que la proteína funcional está organizada en 

una estructura tetramérica con un poro de conducción central (para revisión ver 

Tang et al, 1994; figura 2). 

Funcionalmente, aunque las proteínas que conforman los canales de sodio 

(subunidades a) bastan para generar corrientes iónicas en condiciones 

fisiológicas, se ha encontrado que pueden estar acompañadas de una o dos 

subunidades más pequeñas (/31 y /32; Isom et al, 1992) provenientes de su propia 

familia de RNA's mensajeros (Auld et al, 1988), capaces de afectar las 

propiedades cinéticas de las subunidades a. cuando son co-transfectadas en 

sistemas heterólogos de expresión (Mandel, 1993). En contaste, los canales de 

calcio son complejos heteromultiméricos: la subunidad a. se encuentra unida a 

diversas subunidades auxiliares (a.2, /l, y y o) que regulan sus propiedades 

cinéticas (Johnston y Miao-Sin, 1995). 

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 distribución 
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Figura 2. Panel A: Perfil de hidrofobicidad del canal de sodio dependiente de voltaje de la angulla eléctrica. El 
eje vertical indica el Indice de hidropatla. Los picos positivos representan segmentos con una alta proporción 
de residuos hidrof6bicos que estructuralmente se interpretan como a-hélices capaces de cruzar la membrana 
en su totalidad (S1-S6). Los dominios homólogos o subunidades están indicados por números romanos, los 
segmentos transmembranales en números arábigos. En el eje inferior se indica el número aproximado de 
aminoácidos en toda la secuencia. B: se muestra un canal ensamblado tal y como puede ser visto desde la 
parte exterior de la membrana plasmática. Cada domino está indicado por una Hnea punteada. Puede 
observarse que cada subunidad esta constituida por seis dominios transmembranales. C: Esquema donde se 
ve la topoJogla propuesta para la secuencia mostrada anteriormente conservando la notación mencionada. 
las asas, denominadas H5, responsables del poro de permeaci6n, se encuentran fuera de la membrana 
lipldica entre los segmentos transmembranales S5-S6. los clrculos pequefios en dichas regiones indican los 
sitios de unión a tetrodotoxina en tanto que los rectángulos negros están indicando los sitios de unión a otras 
toxinas y con una banda obscura encontramos el sitio de unión a la saxitoxina. los slmboJos o/ indican los 
sitios involucrados en glucosilaciones de tipo N. los sitios de fosforilación por AMPc se indican con una P, en 
tanto que aquellos fosforilados por PKC en diamantes. Tomado de Noda et al, 1984 y Catterall, 1992. 
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Canales de Potasio. 

De todos los canales iónicos dependientes de voltaje descritos hasta la 

fecha, los de potasio son los mas abundantes y pueden ser encontrados en 

prácticamente cualquier célula eucariótica (Latorre y Miller, 1983; Rudy, 1988c
; 

Hille, 1992; Johnston y Miao-Sin,1995). En contraste con las corrientes de sodio y 

calcio, las de potasio varían ampliamente en su cinética, dependencia del voltaje, 

farmacologfa y comportamiento unitario. 

Los canales de potasio regulan el potencial de reposo de la membrana, 

tanto en las células eléctricamente excitables como en las no excitables (p.ej. los 

linfocitos, Hille, 1992; Chandy et al, 1990'). En las neuronas, determinan la forma, 

la duración, la dependencia temporal y modulan la frecuencia de disparo. Poseen 

un papel vital en la codificación y descodificación de señales así como en la 

integración neuronal de tal forma que la existencia de un amplio repertorio de 

patrones de disparo puede estar reflejando la necesidad de una enorme diversidad 

de canales de potasio (Shuster et al, 1986; Rudy, 1988c
; Hille, 1992, Johnston y 

Miao-Sin, 1995). 

Farmacológicamente, 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 antiisquémicos, antiarrítmicos, antihipertensivos y 

antianginosos (Lynch et al, 1992; Kalz, 1993; Grover, 1994; Desen, 1994; Li et al, 

1995; Quast et al 1995). Significativamente numerosos venenos de serpientes, 

abejas, escorpiones, anémonas, arañas y caracoles marinos contienen péptidos 

que bloquean la función de estos canales (Stanfeld et al, 1987; Castle y Strong, 

1986; para revisión ver Dreyer, 1990). 

Las mutaciones en los genes que codifican para esta familia de canales 

iónicos han sido asociadas con diversas enfermedades como la ataxia episódica 

(Adelman et al,1995), la arritmia cardíaca (Curran et al, 1995; Sanguinetti et al, 

1995), la miotonia (Rudel y Lehmann-Horn, 1985) la fibrosis quistica (Welsh y 

Fick, 1987) el lupus eritematoso (Grissmer et al ,1988) y el control de la liberación 
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de insulina por los niveles de azúcar (Petersen y Findlay, 1987). Asimismo han 

sido involucrados en diversas funciones durante la fertilización (Hagiwara y Yoshii, 

1979) y en el fenotipo Weaver del ratón (Patil et al, 1995). 

En la actualidad se han identificado más de 80 diferentes genes que 

codifican para los canales de potasio en distintos organismos. Básicamente, tal 

cantidad de genes pueden ser clasificados de acuerdo a dos criterios: el primero 

de ellos, estructural, considera el número de segmentos transmembranales (TM) 

que componen a cada subunidad u. De acuerdo con esto, se agrupan en tres 

diferentes superfamilias: 

1) Superfamilia 2 (2TM) 

2) Superfamilia 4 (4TM) 

3) Superfamilia 6 (6TM) 

Los canales 2TM (Canales Sensibles a ATP y Rectificadores entrantes 

K,R),.están representados por los rectificadores anómalos o entrantes presentes en 

prácticamente todos los organismos. Los 4TM incluyen a los canales de potasio 

con 2 poros identificados en C. elegans (Salkoff, comunicación personal). Mientras 

que la superfamilia de 6TM o canales homólogos a Drosophila Shaker se 

encuentra a su vez subdividida en 6 familias presentes en todos los metazoarios: 

KQT, Eter a Go-Go (EAG), s/o, CNG, SK y Shaker (Sh; Jan y Jan, 1998). El 

segundo criterio, funcional, estaría definido por las características del canal 

unitario, los mecanismos de compuerta, la cinética, la dependencia del voltaje y la 

farmacologia. De acuerdo con esto, los canales de potasio se agrupan como se 

indica en la tabla 1. 

Por razones que se explican más adelante, el presente trabajo está 

enfocado a investigar en neuronas específicas del sistema nervioso central (SNC), 

las características funcionales de una subfamilia particular de canales de potasio 

dependientes de voltaje (6TM). 
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Tabla 1. 

CLASiFICACiÓN FUNCIONAL DE LOS CANALES DE POTASIO. 

Canales de Potasio Dependientes del Voltaje. 

Rectificadores Retardados o Tardios (Ko.) 
Transitorios o Inaclivantes (K..) 
Rectificadores Entrantes (1(,.) 

Canales de Potasio Activados por Calcio. 

Canales de Alta Conductancia (BKc ... ) 
Canales de Conductancia Intermedia (lea .. ) 
Canales de Baja conductancia (Se ... ) 

Canales de Potasio Activados por Sodio (K..) 

Canales de Potasio Acoplados a Receptores. 

Corrientes Tipo M (1<..) 
Activados por Acetilcolina (K..Ch) 
Activados por Serotonina (S5-HT) 

Canales de Potasio Modulados Metabólicamente. 

Modulados por ATP (K..TP) 
Modulados por Oxigeno (Ko,) 
Modulados por Acidos Grasos (1<,0.) 

Tomada de Sorta y Ceña 199B. 
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ANTECEDENTES ESPECIFiCaS. 
Los canales iónicos son, en algunos casos esenciales para la viabilidad y el 

desarrollo normal de los organismos superiores, por lo que la inducción, selección 

y descripción de mutantes condicionales (aquellos que no expresan un fenotipo 

obvio bajo condiciones normales de crecimiento -condición permisiva- pero que 

expresan el fenotipo mutante bajo condiciones controladas --<:andición no 

permisiva-) donde existan alteraciones estructurales de ellos, es necesario para 

comprender su funcionamiento y significado fisiológico. Desafortunadamente, muy 

pocos organismos son apropiados para tales estudios. Uno de ellos, es la mosca 

de la fruta (Drosophila me/anogaster) debido principalmente al escaso número de 

cromosomas que presenta y a lo corto y bien descrito de su ciclo de vida. En este 

artrópodo han sido descritas dos estrategias de selección de mutantes 

condicionadas 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) Hipercinélica (Ikeda y Kaplan, 

1970; Kaplan y Trout, 1969) y, 3) Eter a-go-go (EAG, Ganetzky y Wu, 1983; Wu y 

Ganetzky,1983). 

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

Familia Shaker. 

En 1969, Kaplan y colaboradores describieron la mutación Shaker 

("Agitante"). Las moscas con este fenotipo bajo anestesia con éter, mostraron 

anormalidades motoras caracterizadas por sacudidas intensas e irregulares en las 

patas, alas y abdomen. Fisiológicamente, las larvas Shaker (en donde la mutación 

es más evidente) mostraban períodos anormalmente prolongados e irregulares 

durante la liberación de neurotransmisor en la placa neuromuscular lo que sugería 

un problema durante la repolarización de la terminal sináptica (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 repolarización de los potenciales de acción presinápticos lo que 

conducía a una liberación irregularmente larga de neurotransmisores (Tanouye et 

al,1981). 

La aplicación en las células normales de 4-aminopiridina (4-AP), un 

bloqueador ínespecífico de canales de potasio, reprodujo algunos de los signos 

observados en las moscas mutantes, míentras que su aplicación en éstas carecía 

de efecto (Tanouye et al, 1981). El empleo de la técníca de fijación de voltaje 

(Voltage-Clamp) en las células musculares de mosca adulta, reveló que la 

mutación Sh eliminaba selectivamente una conductancia de potasio dependiente 

de voltaje de tipo A o inactivante (lA), lo que retardaba la repolarización de la 

membrana durante la contracción muscular (Salkoff, 1983). Se sugirio entonces 

que el locus Shaker codificaba al menos para algún elemento estructural de un 

canal de potasio (figura 3). 

A 

B 

e 

Figura 3. Experimentos conducidos bajo condiciones de fijación de voltaje que muestran la alteración 
producida por la mutación Shaker en las células musculares de Drosphila me/anogaster. A: Corriente normal. 
B: Corriente mutante. Todos 10$ registros fueron realizados en mi6citos en el estado de 72 horas de desarrollo 
pupal. los trazos mostrados en e 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 máximo de +40 mV. La 
barra inferior representa 500 milisegundos. Tomado de Salkoff y Tanouye, 1986. 
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El locus Sh fué identificado mediante la técnica de análisis de traslocación 

de mutaciones en la banda politénica 16F del cromosoma 1 X de la Drosophila 

mefanogaster(Tanouye et al, 1981). 

En 1987, Tempel y colaboradores (Tempel et al, 1987) caracterizaron a 

partir del cDNA de la región Shaker de Drosophifa a 2 clonas que solo diferían en 

tamaño: ShA 1 y ShA2. La transcripción de ambos genes sugirió que el producto 

era una proteína de 616 aminoácidos con un peso aproximado de 7,200 daltones, 

en tanto que el análisis de hidropatía reveló que la proteina poseía un centro 

hidrófobo y 6 dominios transmembranales flanqueados por extremos amino y 

carboxilo-terminales hidrofílicos y citoplásmicos. 

Pronto se identificaron 4 diferentes Iranscritos homólogos a Shaker. ShA, 

ShB, ShC y ShD, los que inyectados en ovocitos de Xenopus produjeron 

corrientes salientes de potasio inactivantes (de tipo A) con similar dependencia del 

voltaje de activación pero con distinta cinétíca de inactivación (Schwarz et al, 

1988; Timpe et al, 1988" b). 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 

músculos pupales y larvales de Drosophila (Timpe et al, 1988" b). Para entonces, 

los grupos de trabajo de Baumann (1987; 1988) Y Papazian (1987) habían 

mostrado mediante mapeos cromosómicos del locus Sh, que existían al menos 3 

diferenles mutaciones de este gen (ShKSI33, Sh 102 y Sh5) distribuídas a lo largo de 

60kb de DNA que afectaban diferentes aspectos cinéticos y de dependencia al 

voltaje de la corriente l.. En Drosophifa, sin embargo, la secuenciación de los 

nuevos homólogos ( A, B, e y O) reveló que la región central del complejo de 

transcripción Sh comprendía 8 exones comunes entre ellos agrupados a lo largo 

de únicamente 10kb de DNA genómico, mientras que los exones variables, que 

supuestamente codificaban para los extremos amino y carboxilo-terminales, 

estaban distribuidos en una región bastante mas amplia. En el extremo 3' de la 

región común se encontraron 2 exones mutuamente excluyentes, un grupo era 

compartido por los transcritos de las clases A y e, 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 O 

y el último que era compartido por A y B (Iverson et al, 1988; Kamb et al, 1988""; 

Schwarz et al, 1988). En otras palabras: las proteínas esperadas poseían regiones 

centrales idénticas mientras que los extremos ami no y carboxilo-terminales 

diferían de transcrito a transcrito. Esto sugería que el gen Sh comprendia a una 

larga y compleja unidad de transcripción capaz de sufrir procesamiento alternativo 

de exones, generando así múltiples transcritos secundarios y numerosas variantes 

de la proteína (Papazian et al, 1987; Kamb et al, 1987; Pongs et al, 1988; 

Schwartz et al, 1988, figura 4). 

A 

B 

o 

G 

H 

Reglan central 

Extremo carboxllo 
terminal 

1 

2 

Figura 4. Sitios de procesamiento alternativo de exones en la familia de canales de potasio Shal<er. 
La región central, que contiene a los segmentos 51 a S5 y H5, es común en todos los transcritos. Esta región 
se puede combinar con cualquiera de los cinco diferentes extremos amino-terminales y con cualquiera de los 
dos diferentes S6 y extremos carboxilo.tenninales. La terminotogfa empleada en este modelo da los nombres 
a los diferentes productos tales como como Shaker A 1 o 02. La barra de calibración es equivalente a 20 
aminoécidos. Tomado de Pongs, 1992. 

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 posíble el aislamiento de los 

primeros homólogos del gen Sh a partir de una biblioteca génica de Drosophila 

adulta: Shab, Shaw y Shal (Baumann et al, 1988; Tempel et al, 1988; Buller et al, 

1989,1990; Wei et al, 1990). Cada uno de ellos reside en diferente loa y puede 

encontrársele incluso 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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en el cromosoma 2L en los loci 24B-C (Buller et al, 1989). Todos ellos se expresan 

de manera regulada durante el desarrollo y poseen propiedades cinéticas y 

farmacológicas diferentes. 

Al igual que en Sh, el análisis molecular mostró que cada uno de estos 

genes homólogos, esta formado por un complejo génico constituido de un 

segmento central altamente conservado y varios intrónes y exones variables 

flanqueados por secuencias consenso indicativas de procesamiento alternativo de 

exones (figura 5). 
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Figura 5, Comparación de 4 
secuencias de cONA de la 
familia de canales de potasio 
dependientes de voltaje en 
Drosophia. A la extrema 
izquierda se encuentran las 
posiciones relativas de los 
aminoácidos en cada fila y el 
nombre de la secuencia 
particular. Dos o mas (esiduos 
idénticos en la misma posición 
están sombreados, Las 
reglones que cruzan la 
membrana están subrayadas 
y nombradas de acuerdo al 
segmento particular al que 
pertenecen, Los asteriscos 
indican los residuos 
conservados en la mayorla de 
los canales dependientes de 
voltaje, induidos los canales 
de sodio y calcio. El código de 
letra única es: A, Ala; C, Cys; 
O, Asp; E, Glu; F, Phe; G, Gly; 
H, His: 1, lIe; K. Lys; L, Leu; M, 
Met; N, Asn; P, Pro: a, Gln: R, 
Arg; S, Ser; T, Thr, V, Val; W, 
Trp; Y, Tyr; el codón U es 
indicativo de alto en el marco 
de lectura. Tomado de RUdy, 
1988. 
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De manera casi simultánea a la clonación del primer homólogo de 

Drosophila Shaker (Sh), se aisló el primer gen que codificó para un canal de 

potasio en mamiferos a partir de una libreria génica de cDNA de ratón, gracias a 

una sonda ShA1 (Tempel et al, 1988). Este gene, denominado MBK1 (Mouse 

Brain K' Channel Gene Number 1) comparte el 65% de homología en la secuencia 

de aminoácidos con las proteínas 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). 

El análisis por Northen Blot mostr6 que en contraste con los múltiples 

transcritos generados por el gene Sh, MBK1 hibridizaba contra una sola banda de 

8 Kb en el RNA del rat6n. Lo que significaba que probablemente la estructura 

génica del canal difería entre moscas y mamiferos. Tan pronto como otros genes 

(MK2, MK3 y MK6; Chandy et al, 1990"; Migeon et al, 1992) fueron aislados y 

secuenciados, qued6 claro que a pesar de la existencia de secuencias consenso 

para procesamiento alternativo de exones, cada uno de ellos existía como un s610 

complejo ex6nico ininterrumpido representado una 861a vez en el genoma (Mount, 

1982; Kamb et al, 1988"; Pongs et al, 1988; Schwarz et al, 1988). 

Hasta el momento, han sido identificados aproximadamente 20 genes 

hom610gos a Shaker en mamíferos. Basados en sus secuencias y por lo tanto en 

sus probables relaciones evolutivas, han sido divididos en cuatro grupos o 

subfamilias designadas Shl, Shll, Shlll y ShIV. Cada una de ellas mas similar a 

cada subfamilia de homólogos de Drosophila que a cualquiera otra, de tal forma 

que los genes Shl del mamífero son homólogos a Shaker, Shll a Shab, Shlll a 

Shaw y ShlV a Shal (Buller et al, 1989; Jan y Jan, 1989, 1992; Wei et al, 1990; 

Perney y Kaczmareck, 1991; Rudyet al,1991' Y"; Pongs, 1992; Salkoff et al, 

1992). El análisis de cada subfamilia identificada en los mamíferos, ha reconocido 

la existencia de múltiples genes en ellas: siete en Shl, dos en Shll, cuatro en Shlll 

y tres en ShlV (Luneau et al, 1991; Rudy et al, 1992; Vega-Saenz de Miera, 1992". 

tabla 2). 

17 



Tabla 2. 

SUPERFAMILlA DE CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE 

VOLTAJE E INDEPENDIENTES DE CALCIO (FAMILIA Kv) IDENTIFICADOS EN 

MAMIFEROS. 

SUBFAMILlA MIEMBROS CONOCIDOS (aquellos que expresan corrientes 
en sístémas de expresión heterólogos). 

Shaker Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4, Kv1.5, Kv1.6, Kv1.7, Kv1.8 

Shab Kv2.1, Kv2.2 

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

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

Eag Eag1 y2 HERG 

KQT KvLQT1 

Evolutivamente, lo anterior sugiere que cada una de estas subfamilias se 

deriva de precursores que existían previamente a la divergencia entre mamíferos e 

insectos y plantea la posibilidad de que al menos en la línea de los 

Deuterostomados o Cordados, los precursores génícos se hayan diversificado 

enormemente después de haber sufrido una extensiva duplicación, dando origen a 

un gran número de genes (Ranganathan, 1994; figura 6). 

Entre 1991 Y 1994 ante la cantidad de genes homólogos a Shaker 

descritos, se propuso un sistema de nomenclatura que al considerar las relaciones 

evolutivas existentes entre las diferentes familias, evitaría las clasificaciones y los 

nombres redundantes. Se planteó así un sistema estándar de nomenclatura con 

letras y números 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 

continuación mediante una "v· minúscula y finalmente, mediante números, el 

grupo de genes al cual pertenece. Así, el primer canal de potasio dependiente de 

voltaje representante del tercer grupo de genes homólogos a Shaker en 

mamíferos (Shaw), recibiría el nombre de Kv3.1 (Chandy et al, 1991; Chandy y 

Gutman, 1993; tabla 3) 
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Figura 6. Conservación de las familias de canales de potasio Shaker, Sha/, Shaw y Shab. A: Cada miembro 
representa a una sub familia de genes si bien conservados, independientes entre si. Los números en cada 
flecha representan el porcentaje de identidad en las regiones S1-S6 entre los diferentes miembros y entre si. 
La comparación entre las protelnas codificadas por el gene Shaker con sus homÓlogos Shal, Shab y Shaw en 
DrosophRa (denotadas por una °f), muestra un porcentaje de identidad aproximado del 40%. Sin embargo, la 
comparación de cada una de las protelnas de la mosca con sus homologas en mamlferos (denotadas con una 
-mO) indica un mayor Indice de identidad entre cada subfamilia (cerca del 70%). Al igual que en la mosca, la 
comparación entre las cuatro diferentes subfamitias del mamlfero muestra un porcentaje de identidad cercano 
al 40%. En el lado derecho de cada uno de los nombres de los homólogos en mamlferos se indica el numero 
de miembros identificados. By C_ Se ejemplifica el grado de conservación de la propiedades cinéticas de las 
protelnas codificadas por las subfamilias ShaJ y Shab entre mamlferos 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 mamíferos 

para los que no han sido descritos homólogos en Drosophila: Kv5.1, Kv6.1, Kv7, 

Kv8 y Kv9 (Drewe et al, 1992). Sin embargo ninguna de ellas es capaz, por sí 

misma, de producir algún canal funcional cuando son expresadas en sistemas 

heterólogos (Salinas, 1997".' e). 
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Tabla 3. 

NOMENCLATURA UTILIZADA EN LOS GENES DE LOS CANALES DE 

POTASIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE EN MAMIFEROS. 

Nombre 
Estándar 

Ratón 

Subfamilia 1 relacionada a Shaker 

Kvl.l (KCNA1) MBK1 
MK1 

Kv1.2 (KCNA2) MK2 
MK5 

Kv1.3 (KCNA3) MK3 

Kv1.4 (KCNA4) MK4 

Kv1.S (KCNAS) 

Kv1.6 (KCNA6) MK2 
MK6 

Kv1.7 (KCNA 7) MK6 
MK4 

RCK1 
RBK1 
RK1 

BK2 
RCK5 
NGK1 
RK2 
RAK 

RCK3 
RGK5 
KV3 

RCK4 
RHK1 
RK4 
RK8 

KV1 
RK3 
RMK2 

RCK2 
KV2 
RK6 

RK6 

Nombres Publicados 

Rata Humano Cromosoma 

HuK(I) 12P 

HuK(IV) 12 

HuK(III) 1p13.3 
hPCN3 1p21 
HLK3 
HGKS 

HuK(II) 11q13.14 
hPCN2 11p14.1 
HK1 

HuK(VI) 12p 
hPCN1 
HK2 
HCKl 

HBK2 
HuK(V) 

19q13.3 
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Subfamilia 2 relacionada a Shab 
Kv2.1 (KCNB1) m$hab 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) mShaw12 Rshaw12 HKShlllA 12 
RKShlllA 
Raw1 
RKShll1D 

Kv3.3 (KCNC3) mKv3.3 RKShll1D HKShll1D 19q13.3-4 
mShaw19 hKv3.3 

Kv3.4 (KCNC4) mKv3.4 Raw HKShll/C 1p21 

Subfamilia 4 relacionada a Shal 
Kv4.1 (KCND1) mShal 

Kv4.2 (KCND2) RK5 
Shal1 

Kv4.3 (KCND3) RKShlVB 

Tomada de Gutman Chand y y, 1993 
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Subfamilia Kv3 (Shlll). 

Hasta el momento, han sido aislados once diferentes cDNA's de la 

subfamilia Kv3 a partir de librerías génicas derivadas del mRNA de ratón 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 comparación de sus secuencias y el análisis de su estructura 

génica, a permitido obtener suficiente evidencia en favor de la hipótesis que 

propone que estos cDNA's más que representar productos obtenidos de diversos 

genes altamente homólogos, representan transcritos generados mediante 

procesamiento altemativo de exones de cuatro diferentes genes representados 

una sola vez en el genoma del mamífero (figura 7). 

< Kv3.1a 
Kv3.1 

Kv3.1b 

( 

Kv3.2a 
Kv3.2 Kv3.2b 

Kv3.2c 
Kv3.2d 

Kv3.3 < Kv3.3a 

Kv3.3b 

K 34 ~ Kv3.4a 
v. ~ Kv3.4b 

Kv3.4c 

Figura 7. Subunidades Kv3 
identificadas hasta el momento en los 
mamiferos. Los cuatro genes 
relacionados a Shaker en mamlferos 
(Kv3.1, Kv3.2 Kv3.3 Y Kv3.4), codifican 
para 11 diferentes isotarmas mediante 
procesamiento alternativo de exones. 
Tomado de Vega~Sáenz de Miera el al, 
1994. 
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De esta manera, constituyen así la única clase de genes Sh para la cual 

existen evidencias de la participación del procesamiento alternativo de exones en 

la generación de transcritos múltiples (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 pequeños 

cambios en el patrón de lectura o la inclusión de secuencias que no son 

traducidas, conllevan grandes variaciones en el comportamiento fisiológico del 

canal iónico in vivo (figura 8). 

ATG 
I 

KV3.1 1 

KV3.2 

KV3.3 

KV3.4 

Figura 8. Estructura genómica y patrones de procesamiento alternativo de exones en cada uno de 
los cuatro genes Kv3. En esta descripción esquemática, los exones están indicados por las cajas numeradas y 
los ¡ntrones por lineas. Las lineas punteadas en Kv3.1, Kv3.3 y Kv3.4 indican secuencias que son leIdas o 
cortadas y substituIdas para generar diferentes transcmos maduros. En Kv3.4 y Kv3.2, el exón 4 contiene un 
aceptor interno, la región precedente a este aceptor está marcada con Uneas transversales. La figura no está 
a escala. Tomada de Vega-Sáenz de Miera et al, 1994. 
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Cada uno de los transcritos de esta familia produce corrientes de potasio 

dependientes del voltaje {algunas con propiedades aparentemente redundantes} 

cuando son expresados en sistemas heterólogos de expresión como ovocitos de 

Xenopus y células de mamífero en cultivo {Jan y Jan, 1 9S9; Perney et al ,1991; 

Rudy et al, 1991' y b; Jan y Jan, 1992; Pongs, 1992; Salkoff et al, 1992; Jan y Jan, 

1997" b}. Sin embargo, el significado funcional de tal variedad no está 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 protelnas, que su 

localización subcelular final depende de una región no traducida del 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 proteína un mecanismo 

de regulación durante la traducción, importante en el caso de algunos productos 

génicos redundantes, esto puede estarse reflejando, por ejemplo, en el caso de 

algunas proteínas reguladas por sobreexpresión {Melefors y Henlze, 1993}. La 

cola de paliA y otras secuencias que tampoco son traducidas, ofrecen la 

posibilidad de la regulación proteica mediante la modificación de la estabilidad del 

mRNA {Saini et al, 1990} y, 3} Es probable que cada uno de los diferentes 

transcritos posea diferencias funcionales sutiles ylo de regulación, lo que 

proporcionaría un control fino de la forma y duración de los distintos patrones de 

disparo observados en las diferentes células. 

Cualquiera que sea la función de los numerosos transcritos de la familia 

Kv3, surgen algunas preguntas interesantes en cuanto al control de su regulación 

post-traduccional ya su impacto fisiológico. 

Los múltiples nombres dados tanto para los cuatro genes Kv3 o Shlll 

descritos, como para sus diversos subproductos generados por procesamiento 

alternativo de exones, se muestran en la tabla 4. Se induyen además, los 

nombres de cada uno de los productos de acuerdo a la nomenclatura estándar 
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propuesta por Chandy y colaboradores en 1991, así 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. Símbolo génico ". 

Kv3.1a NGK2, RKShIllB, KShlllB, KCNC1 

Kv3.1p 

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

Kv3.2a RKShIllA, (R)KShlllA.1, KCNC2 

KShlllA.3 

Kv3.2b KShllIA.3 

Kv3.2c 

Kv3.2d KShlllA.2, Raw1 

Kv3.3a KShIllD.1 KCNC3 

Kv3.3b KShIllD.2 

Kv3.4a Raw3 KCNC4 

Kv3.4b (H)(R)KShI/lC 

Kv3.4c 

Nomenclatura basada en Chandy el al, 1991 

b Simbolo asIgnado al gene por el Comité de Nomenclatura del Genoma Humano. 

26 



Característícas Electrofisiológicas y Farmacológicas. 

Como ya se mencionó previamente, los ovocitos de Xenopus inyectados 

con los transcritos de la subfamilia Kv3 expresan corrientes de potasio 

dependientes de voltaje ausentes en los ovocitos no inyectados (Yokoyama et al, 

1989; McCormack et al, 1990; Luneau et al, 1991"b; Rudy et al, 1991' y '; Schroter 

et al, 1991; Vega-Saenz de Miera, 1992b). 

Una característica notable de los canales expresados por los transcritos 

Kv3 es su dependencia del voltaje, la cual es prácticamente idéntica para todos los 

miembros de esta subfamilia. En general, para activar estas corrientes se 

requieren potenciales de membrana más positivos que -10 mV. Este nivel de 

despolarización es más positivo que el requerido por cualquier otra familia de 

canales de potasio dependientes del voltaje (Rudy et al, 1988 a, by,; 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 activación 

similar y una inactivación 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 

inactivación. Las corrientes Kv3.4 son las que se activan y se inactivan más 

rápidamente de toda la subfamilia Kv3. Adicionalmente, estas corrientes también 

difieren en cuanto a la dependencia del voltaje y a su inactivación en el estado 

estacionario. Como resultado de estas diferencias, las corrientes Kv3.3 conducen 

a través de una ventana más amplia de potenciales que las corrientes Kv3.4 (Rudy 

et al, 1991" b, 'l. Vega-Saenz de Miera y colaboradores (1992b) propusieron que 

estas diferencias podrían ser explicadas a partir de las variaciones en el 

acoplamiento entre la inactivación y la apertura del canal, con los canales Kv3.4 

inactivándose a partir de estados cerrados mucho más rápidamente que los 

canales Kv3.3. 

Farmacológicamente, los canales Kv3 son altamente sensibles a 

concentraciones submilimolares de 4-Aminopiridina (4-AP) y Tetraetilamonio 
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(TEA) Y son prácticamente insensibles a la mayoría de las toxinas peptidícas que 

bloquean a otros canales Sh (sin embargo, dúrante la escritura de esta tesis, 

fuéron reportadas dos nuevas toxinas como específicas para los canales Kv3.4: 

BOS-I y BOS-II (a dosis de entre 100 nM a 5~), Oiochot y colaboradores, 1998. 

J. Biol. Chem. 273, 6744). 

?========::::: ,- +50 

800ms 

~+5O 

-10 

200nA 400ms 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 D: Kv3.4a. 
Las corrientes fueron registradas mediante la técnica de fijación de voltaje durante pulsos despolarizantes 
desde -{lO hasta +50 mV en incrementos de 10 mV a partir un potencial de mantenimiento de -100 mV. 
Nótense las caracterlsticas cinéticas de cada transcrito. 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 corriente inactivante con 
diferente velocidad de ¡nactivación. Tomada de Vega-Sáenz de Miera et al, 1994. 

Las principales características electrofisiológicas y farmacológicas se 

resumen en la tabla 5. 
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TABLAS 
PROPIEDADES ELECTROFISIOLÓGICAS y FARMACOLÓGICAS DE LOS CANALES KV3 EXPRESADOS EN 

OVOCITOS DE XENOPUS .'". 

Activación 

GENE V'f,mV 

Kv3.1 

Kv3.2 

Kv3.2 

Kv3.4 

+10 

+10 

+10 

+10 

k 

mV 

8 

7 

6 

8.5 

Al 

(mseg) 

24 

23 

25 

9 

Inactivación 

VYz k 

mV mV (mseg) 

+5.2 6.1 240 

-20 7.2 20 

9 

(pS) 

16 

16 

14 

12 

Farmacologla ICso (mM) 

TEA 4AP Quinina 

0.150 0.6 1 

0.150 0.9 NO 

0.140 1.2 NO 

0.200 0.6 NB 

DTX 

NB 

NB 

NO 

NO 
a Datos tomados de Yokoyama el al, 1989; McConnack el al, 1990; Rudy et al, 1991b; Rettig et al, 1992; Vega-Saenz de Miera el al, 1992; 
Moreno y Rudy 1998. 
b Abreviaciones: Para activación: V Vi , potencial de membrana al cual la conductancia es la mitad del valor máximo; k, pendiente de la curva de 
G/Gmax normalizada, milivoltios necesarios para producir un incremento de e veces en la conductancia; oí, 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 Y2 potencial de membrana capaz de producir el 50% de la ¡"activación despues de un prepulso de 1 segundo para 
Kv3.4 y de 2 segundos para Kv3.3; k, pendiente de la ¡nactivación vs la curva de voltaje en el estado estacionario; t, constante de tiempo para la 
inactivación medida a +30 mV; g, conductancia unitaria. Para la fannacología: TEA, Tetraetilamonio; 4AP, 4·Aminopiridina; DTX, Dendrotoxina. 
NB, No bloquea; NO, No detenninado. Ni la caribdotoxina ni el peptido degranulador de las celulas cebadas tuvo algún efecto. 



Una característica común a todos los miembros de la subfamilia Kv3 es la 

presencia de una ligera rectificación a potenciales mas posítivos que +20 mV (no 

tan evídente en los canales Kv3.1; (McCormack et al, 1990; Rudy et al, 1991"o,c; 

Schroter, 1991; Vega-Saenz de Miera, 1992°). Vega-Saenz de Miera y 

colaboradores (1994) sugieren que la caída en la conductancia de los canales Kv3 

es producto de un bloqueo de canal abierto dependiente de voltaje que involucra 

algún componente citoplásmico, probablemente a iones sodio o magnesio 

(Línsdell et al, 1990; Rudy et al, 1991" 0; Vega-Sáenz de Miera et al, 1992°), Al 

respecto, (Lopatin y Nichols, 1993) demostraron que estos iones producen 

bloqueos similares en otros canales de potasio dependientes de voltaje a 

potenciales más 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 la solución extracelular. 

Finalmente, cabe mencionar que: 1) Los canales Kv3.3 y Kv3.4 únicamente 

han podido ser expresados en ovocitos de Xenopus (por lo que sus características 

electrofisiológicas en otros sistemas heterólogos de expresíón se desconocen) Y. 

2) Ninguno de los diferentes transcritos Kv3 originados por procesamiento 

altemativo de exones a partir del mismo gene, producen corrientes notablemente 

diferentes entre sí cuando son expresados en ovocitos de Xenopus, por lo que se 

desconoce su posible sígnificado funcional (Kv3.1 (Yokoyama et al, 1989); Kv3.1b 

(Luneau et al, 1991); Kv3.2a (McCormack et al; 1990); 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 o. C). 

Distribución Tisular y Celular. 

Aunque se sabe poco de la expresión de los diferentes canales Kv3 durante 

el desarrollo, ha sido posible obtener algunos datos interesantes sobre la 

expresíón de los canales Kv3.1 y Kv3.2 en el cerebro de la rata. 

En lo que respecta a Kv3.1, bajos niveles de expresión de mRNA 

comenzaron a ser detectables alrededor del día gestacional 19 (E19), 

encontrándose una moderada expresión de este transcrito en el hipocampo y en la 
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corteza cerebral en el día postnatal 3 (P3) aproximadamente. Un gran incremento 

en la expresión se registró entre los días P7 y P14, de hecho, aproximadamente 

en P14 las ratas mostraron un patrón de expresión similar a la del cerebro adulto 

(>P90; Perney et al, 1992). En cuanto al mRNA para el canal Kv3.2 éste fue 

detectable desde el día P1, incrementándose varios órdenes de magnitud entre los 

días P10 y P15 (Vega Saenz de Miera et al, 1994). 

La abundancia relativa de cada uno de los mRNA's de la subfamilia Kv3 fuá 

estudiada en el cerebro de la rata adulta mediante Northen Blots (Drewe et al, 

1992; Perney et al, 1992; Rudy et al, 1992; Weíser et al, 1994). Cuantítativamente, 

los productos Kv3.1 y Kv3.3 son los mas abundantes, mostrando niveles de 

expresión comparables a los transcritos del gen Kv2.1 (altamente representado en 

el SNC del mamífero, Stuhmer et al, 1988) y con los de la subunidad a de los 

canales de sodio (Nada et al, 1986; Auld et al, 1988). Son 3 véces más 

abundantes que los Kv3.2 y 6 veces más que los Kv3.4 (que es el menos 

representado; Vega-Saenz de Miera et al, 1994; Weiser el al, 1994). 

Interesantemente, a pesar de que se emplearon sondas capaces de reconocer 

diferencial mente a cada uno de los transcritos de los cuatro genes Kv3 (pero no a 

los productos del procesamiento alternativo de exones), se encontró que la sonda 

Kv3.1 fue capaz de hibridizar contra dos bandas: de 8 y 4.5 Kb. Previamente 

Luneau y colaboradores (1991') habían demostrado que los canales Kv3.1a y 

Kv3.1 b 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, 1992b
). Confirmando así la presencia de distintos transcritos para 

cada uno de los genes Kv3 en células nativas (figura 10). 

La histoquímica por hibridación in situ de los canales Kv3.1, Kv3.2, Kv3.3 y 

Kv3.4, así como la inmunohistoquímica contra las proteínas 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; Pemey et al, 1992; Retting et al, 1992; 

Rudyet al, 1992: Weiser et al, 1994) combinada con la autoradiografía por rayos X 
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de baja resolución, revelaron algunos detalles sobre la distribución de los 

transcritos de la subfamilia Kv3 en el SNC de la rata: 

1) Tanto el mRNA como las proteínas de la subfamilia Kv3 se 

encuentran principalmente en las neuronas y no en la glía. 

Los estudios microscópicos mostraron que las señales específicas se 

encontraban en neuronas morfológicamente indistinguibles de otras carentes de 

alguna señal. Es posible, por lo tanto, distinguir algunas subpoblaciones de 

neuronas en ciertas estructuras con base en la expresión diferencial de los genes 

Kv3. 

Se identificarón algunos RNA's mensajeros de la familia génica Kv3 en 

otros tejidos, por ejemplo: Kv3.1 a en el riñón, en el músculo esquelético y en los 

linfocitos T. El transcrito Kv3.3 fue localizado en el tejido pulmonar, hígado, timo y 

en el muscúlo cardiaco. Cabe mencionar que el transcrito Kv3.4 es prácticamente 

exclusivo del músculo esquelético, (Ghanshani, 1992; Weiser et al, 1994). 

2) Como en el caso de los neurotransmisores, receptores y otros 

marcadores moleculares, cada uno de los transcritos de Kv3 muestra un patrón de 

expresión único, no homogéneo, en todo el SNC. 

En algunos casos esta distribución está relacionada con el origen 

embrionario y/o la fisiología particular del grupo celular específico (Jones 1985; 

Steriade et al, 1990; Perney et al, 1992; Weiser et al, 1994, 1995). Los patrones de 

expresión de los cuatro genes Kv3 se ilustran en la figura 11 y se resumen en la 

tabla 6. 

3) En algunas poblaciones celulares se observó un nivel significativo de 

sobrelapamiento en la distribución 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 atención las 

marcadas diferencias en la expresión de los mRNA de Kv3 entre el tálamo ventral 

y el dorsal: los mRNA's de Kv3.2 se expresan más abundantemente en las 

neuronas de relevo talámicas del tálamo dorsal, pero se expresan débilmente en 

el núcleo reticular talámico, una estructura del tálamo ventral. 

Los resultados en detalle de la distribución de las proteínas Kv3.1 y Kv3.2 

se encuentran en la tabla 7. 

+ ro 
Z Kb 

- 9.5 
- 7.5 

_ 4.4 

-2.4 

Figura 10. AIléllsls por NoMen Blots 
del mRNA poli-A del cerebro de la 
rata. Cada Unea se hibridizó contra 
sondas especificas para Kv1.2, Kv3.1, 
Kv3.2. Kv3.3 y Kv3.4 
respectivamente. Los resultados se 
compararon contra la sexta tlnea que 
representa las subunidades a. de los 
canales de sodio dependientes de 
voltaje. Kb = kiJobases. Tomado de 
Vega-Saenz de Miera et al, 1994. 
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Figura 11. Se muestran diagramas que esquematizan la distribución de los RNA mensajeros para la 
subfamilia de canales Kv3 mediante hibridación in situ en cortes parasagitales en el cerebro de la rata. En la 
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 relación a la expresión de la subunidad a del canal de 
sodio (nivel máximo) en el sistema nervioso del roedor. Tomado de Vega Saénz de Miéra et al, 1996. 
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TABLA 6. 
DISTRIBUCiÓN DE LOS CUATRO TRANSCRITOS DE LOS GENES 

KV3 EN EL SNC DE LA RATA. 

Bulbo Olfatorio. I 
Células periglomerulares I 

Células mitrales. l 
Neocorteza. 

Interneuronas. 

Células piramidales. 

Corteza piriforme. 

Hipocampo. 

Células piramidales CA 1 

Srt. Oriens. 

Srt. Radiatum. 

Células piramidales CA3 

Giro dentado. 

I 
Núcleo basal. 

, Caudado-Putámen. 

! Globo Pálido. 

I Núcleo subtálamico. 

J SeDtum. I . 
I Banda diagonal de 
! 
: Broca. 
I 

I Septum medial. 

I Septum lateral. 

I Epitálamo. 

Habénula media. 

I , 
I 

Habénula lateral. I 

Núcleo paraventricular. 1I 
Pretectum. 

Kv3.2 

V- VI 

+ 

+ 

+++ 

++ 

Escaso 

++ 

++ 

++ 

++ 

Kv3.1 Kv3.3 Kv3.4 

+ + 

++ ++ 

II-IV>V-VI II-IV>V-VI II-IV>V-VI 

+ + + 

+ + 

++ + 

++ + 

+++ + 

+++ ++ ++ 

+ + + 

+++ + ++ 

+ + 

+ 

1 

+ + 

+ 

i 
¡ 

+ + I + 

i 
++ + I + 
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· Tálamo dorsal. 

: Tálamo ventral. 

Núcleo reticular. 

Núcleo lateral ventral 

geniculado. 

¡ Tallo cerebral. 

Substancia negra 

: reticulata 

i 
Substancia negra 

compacta. 

I Cerebelo. 

I Medula espinal. 

! ++++ 
I 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

++++ 

++++ + 

+ 

++ + 

++ + 

+++ + 

+++ + 

! 
i 

! 

± 

++ 

++ 

+ 

++ 

+ 

+++ 

+++ 

I 

I 
I 

Para las mtemeuronas de la corteza cerebral y el hipocampo, los 51mbolos indican el 
numero de celulas marcadas: de otra manera,los ismbolos indican la intensidad de la sellal de la 
manera como sigue: -- la senal es indistinguible del fondo: ±. ¡"idea que la señal es débil, pero 
claramente por aniba del fondo: +. débil: ++, moderada; +++. atta; ++++ muy abundante. 
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TABLA 7. 
NEURONAS QUE EXPRESAN LAS PROTEINAS KV3.1 y KV3.2 A 

NIVEL SOMATICO EN EL CEREBRO DE LA RATA. 

RNA Proteína 

Som6tico som6tica. 

Bulbo Olfatorio. 

Celulas periglomerulares + + 

Celulas mitrales. + -
Neocorteza. En algunas + 

Hipocampo. células 

Celulas piramidales CA1 ? 

Celulas piramidales CA3 
+ 

? 

Giro dentado. 
+ 

+++ 

Nucleo basal. 
++ 

+++ 

Caudado-Putamen. -- + 

Globo Pálido. 
+ 

++ 

Núcleo subtálamico. 
+ 

++ 

Septum. 
++ 

Banda diagonal de Broca. 

Septum medial. ? 

Septum lateral. 
+ 

? 

Epitálamo. 
+ 

+ 

Tálamo dorsal. 
++ 

+ 

Tálamo ventral. 
+ 

+ 

Núcleo reticular. 
+ 

++ 

Núcleo lateral ventral geniculado. 
+++ 

+ 

Tallo cerebral. 
+++ 

+ 

Substancia negra reticulata 
+ 

++++ 

Substancia negra compacta. 
+ 

Cerebelo. + 

Medula espinal. --- +++ 



Un papel funcional para los canales Kv3. 

Las propiedades particulares que poseen estos canales de potasio 

dependientes del voltaje. i.e. la localización celular y tisular altamente restringida, 

así como sus características electrofisiológicas, la hacen muy interesante para 

tratar de comprender su papel en la fisiología de las células que expresan sus 

distintos transcritos, ya que permiten suponer que posee un papel específico en 

los procesos de señalización y excitabilidad neuronal. 

Una estrategia que ha demostrado ser útil para la identificación de las 

corrientes nativas producto de canales iónicos que han sido clonados, consiste en 

la búsqueda e identificación de conductancias similares en las células de interés, a 

las descritas en sistemas de expresión heteróloga. De esta forma, ha sido posible 

en algunos casos proponer candidatos y posibles funciones para las corrientes 

nativas identificadas previamente mediante técnicas electrofisiológicas y 

bioquímicas. 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, farmacología y cinética, incluyendo el restablecimiento 

lento de la inactivación y la sensibilidad a concentraciones bajas de potasio a la 

corriente Kv1 A registrada en sistemas heterólogos, 2) El canal de potasio tipo N 

que se encuentra en los linfocitos T recuerda en sus propiedades macro y 

microscópicas, a las corrientes obtenidas por la expresión 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 

heterólogos son los únicos canales de potasio clonados que pueden ser 

bloqueados por la margatoxina. un péptido derivado del veneno del escorpión 

Cen/ruroides margari/us, que también bloquea 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 homomultímero de la 

proteína Kv3.1. Grissmer encontró que las corrientes macroscópicas de los 

canales Kv3.1 expresados en ovocitos son indistinguibles de las corrientes 

macrOSCÓpicas Kv3.1 expresadas en linfocitos. 
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La aplicación de técnicas de biología molecular ha permitido realizar 

experimentos tanto in vitro como in vivo donde ha sido posible poner a prueba las 

hipótesis sobre la participación de las numerosas isoformas de los canales iónicos 

en distintos procesos fisiológicos. i.e. Diversos grupos habían propuesto, basados 

en sus propiedades biofísicas, que el canal de potasio sensible a oxigeno nativo 

en la células tipo I del cuerpo carotídeo, probablemente estuviera constituído por 

subunidades codificadas en la subfamilia génica Kv3 (Vega-Saenz de Miera y 

Rudy, 1992; Lopez-Bameo et al, 1988; Lopez-Lopez et al, 1989; Urena et al, 

1989). Mediante PCR se demostró que los RNA's mensajeros de Kv3.3 están 

presentes en los cuerpos carotídeos del conejo (Vega-Saenz de Miera et al, 1994). 

En otro ejemplo, los experimentos en los que se emplearon secuencias antisentido 

demostraron que las subunidades Kv4.2 constituyen un componente importante de 

la corriente de bajo umbral tipo A expresada en ovocitos de Xenopus inyectados 

con el mRNA total del cerebro de la rata, sugiriendo además la existencia de 

proteínas adicionales que pueden ser responsables de las diferencias encontradas 

entre los canales Kv4.2 nativos y aquellos expresados en ovocitos de Xenopus 

(Serodio et al, 1994). 

Sin embargo, el aislamiento de los componentes individuales en las 

corrientes macroscópicas 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 podrían estar enmascaradas por 

otras corrientes que se sobrelapen en sus propiedades farmacológicas y 

electrofisiológicas. 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 algún componente a las corrientes inactivantes 

observadas en los cultivos organotípicos (Gahwiler y Llano, 1989). 

Existen al menos tres explicaciones para la aparente carencia de corrientes 

similares a las corrientes Kv3 descritas en ovocitos, en neuronas nativas (Vega­

Sáenz de Miera et al, 1994): 1) Los estudios de fijación de voltaje en neuronas 
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emplean tejido disociado embriónico o neonatal el cual es posible que aún no 

exprese subunidades Kv3, 2) Los canales nativos que contienen proteínas Kv3 

pueden poseer, al menos en algunas células, propiedades electrofisiológicas 

diferentes a las observadas en sistemas heterólogos debido a la presencia de 

diversos factores, tales como subunidades beta, modificaciones 

postraduccionales, diferente composición lipídíca de la membrana etc. y, 3) Los 

canales Kv3 pueden estar localizados preferencial mente en los procesos 

neuronales o en las terminales siendo así inaccesibles a los métodos 

electrofisiológicos convencionales. 

Considerando los antecedentes presentados en este trabajo es posible 

comenzar la caracterización de esta familia de canales iónicos en grupos celulares 

específicos donde la abundancia y disponibilidad de las correspondientes 

proteínas contribuya a dilucidar su papel funcional en el SNC del mamífero. 

Para este fin, en el presente trabajo se emplearán neuronas del GP del 

mamifero debido a la relativa facilidad para la identificación de los canales Kv en 

preparaciones frescas dadas sus características electro y farmacológicas y a que 

en estas células se ha demostrado a nivel somático, la exístencia tanto del mRNA 

como de las proteínas de la subfamilia Kv3. 

A continuación se revisan algunos aspectos sobre la anatomía y fisiología 

del globo pálido que se consideran relevantes para el presente trabajo. 
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El Globo Pálido. 

De manera general, en los mamíferos los ganglios basales (GB) están 

constituidos por el núcleo estriado, el globo pálido, el núcleo entopeduncular, el 

núcleo subtalámico y la, substancia negra (Albin ·et al, 1989; Alheid et al, 1990; 

Braak y Braak, 1993; Hauber, 1998). Los GB forman parte del Complejo Estriatal y 

del Sistema Extrapiramidal Motor. El primero incluye además del núcleo estriado y 

del globo pálido, al núcleo acumbens, a la mayor parte del tubérculo olfatorio y a la 

parte rostral de la substancia innominata (considerada como una extensión ventral 

del GP). El segundo, está formado por las regiones ventrales del núcleo estriado y 

del globo pálido así como por el allocortex, el núcleo acumbens, el núcleo 

mediodorsal talámico y las regiones prefrontal, prelímbica, cingulada y premotora 

6 de la corteza cerebral. Ambos circuitos ejercen una influencia considerable sobre 

las áreas corticales y núcleos subcorticales involucrados en el control de la 

postura, en la iniciación, ejecución y secuenciación de movimientos estereotipados 

(Schwab et al, 1954; Denny-Brown y Yanagisawa, 1976; Flowers, 1976; Hallet y 

Khoshbin, 1980; Evarts y Calne,1981), en la ejecución automática de movimientos 

rutinarios (Marsden y Obeso, 1994), en la inhibición de programas motores 

competitivos (Mink, 1996) y en el aprendizaje motor (Kimura, 1995); Nieuwenhuys 

et al, 1998) así como en un amplio rango de funciones y procesos cognitivos en 

los que la motivación 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 ejecución y anormales como la Atosis 

(movimientos exageradamente lentos acompañados de sacudidas en los dedos de 

pies y manos), la Corea de Huntington, los balismos, los tremores y el mal de 

Parkinson. También están caracterizados por estar involucrados en desórdenes 

dellono 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 información en ellos y a que involucran a los mayores y más complejos 
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sistemas neuroquimicos del Sistéma Nervioso Central (McGeer y McGeer, 1993; 

figura 12). 
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Figura 12. Se muestran las dos principales vias a tráves del GP de los mamlferos y las posibles interacciones 
entre los diferentes neurotransmisores entre los ganglios basales. En lineas negras se indican las vlas 
inhibitorias, mientras que en Ifneas claras están las excitatorias. Tomado de Kandel, 1986. 

Con el fin de tener una visión simplificada de su funcionamiento, los GB han 

sido subdivididos en cualro subsistemas o asas de retroalimentación: 

1) El Circuito motor: Básicamente está constituido por una via que 

interconecta a las areas corticales motoras (cortezas premotora, motora, 

somatosensorial, área suplementaria motora, y lóbulo parietal motor) Con el 
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putamen, el globo pálido y la substancia negra, formando un asa de 

retroalimentación con las areas suplementarias motoras y premotoras. 

2) El Circuito oculomotor: Este circuito está involucrado en el control de 

los movimientos sacádicos oculares. Anatómicamente, los campos visuales 

primarios junto con otras áreas corticales relacionadas, proyectan hacia el núcleo 

caudado, quien a su vez proyecta hacia el colículo superior y de regreso a los 

campos visuales vía el tálamo. 

3) El Circuito prefrontal dorsolateral: Este circuito está involucrado en 

diversos aspectos de la memoria relacionados con la orientación espacial. 

Anatomicamente, la corteza prefrontal dorsolateral y algunas otras áreas de 

asociación cortical proyectan hacia la cabeza dorsolateral del caudado quien envía 

eferentes de regreso a la corteza prefrontal dorsolateral vía el tálamo. 

4) El Circuito lateral orbitofrontal que enlaza a la corteza lateral 

orbitofrontal con el caudado ventromedial. Se cree que está involucrado en el 

control y regulación de los diferentes patrones conductuales motores. 

El globo pálido puede así controlar directamente la salida de información de 

los ganglios basales hacia otros núcleos y áreas corticales, por lo que es posible 

que no solamente sea una estructura de relevo en la transmisión de información 

entre las estructuras de entrada y salida de los GB, sino un regulador del control 

motor (Kita y Kitai, 1994; Parent y Hazrati,1995; Parent, 1995; Chesselet 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 
retroalimentación desde las areas motoras y somatosensoriales de la corteza cerebral hacia regiones muy 
restringidas de los mismos ganglios básales, del tálamo, de regreso a la corteza premotora, areas 
suplementarias motoras y corteza motora. Aqui se esquematizan las principales vias existentes en este 
circuito. Tomado de Braak y Braak, 1993. -

A continuación se revisarán brevemente algunos aspectos de la 

organización anatómica y neurofisiológica del globo pálido. 
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Anatomía. 

El globo pálido o pálido diencefálico (GP. (Braak y Braak. 1993) es un 

núcleo con abundantes fibras mielínicas (lo que le da un aspecto translúcido 

opalescente en las preparaciones frescas) ubicado en la región medial del estriado 

de quien se encuentra separado por la lámina medular externa (LME). 

Anteromedialmente, está en contacto con el núdeo de la cama de la estría 

terminal y la cápsula interna, misma que lo separa del núcleo reticular talámico. 

Ventralmente, descansa sobre el núcleo de la banda diagonal y sobre el núcleo 

tuberomamilar, mientras que en su parte ventrolateral se une al hipotálamo lateral 

y se estrecha cerca de la comisura anterior (Paxinos, 1982, figura 14). 

\,,!, 

, , 

Figura 14. Corte parasagital del cerebro de la rala indicando al globo pálido. los ejes representan la posicion 
aproximada de cada estructura en coordenadas estereotaxicas. Referencia a 3.4 mm de Bregma. GP, globo 
pálido; CPu, Caudado-Putamen; lc, Capsula interna; Rt. Núcleo reticular tálamico; acp, Comisura anterior 
región posterior. FStr, lundus striatii; B, Núcleo basal de Meynert, st, stria termina lis; ce, Núcleo central 
am¡gdaliode. Tomado de Paxinos, 1982. 
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Filogenéticamente, el GP está organizado de diferentes formas; en primates 

y humanos, la lámina medular interna (LMI) divide dorsoventralmente al GP en dos 

regiones: lateral y medial (o segmentos externo y interno). Está última a su vez, 

está subdividida por la lámina medular accesoria (LMA) en medial interno y medial 

externo (Paxinos y Watson, 1982) En los roedores y en otros mamíferos no 

primates, existen pocas evidencias sobre la presencia de la LMI, por lo que 

aparentemente, el GP está constituido por una sola masa compacta de células 

que al ser considerada homóloga al globo pálido lateral del primate es llamada 

simplemente globo pálido (Paxinos y Watson, 1982) El segmento medial del GP 

del primate, por su lado, es homólogo al núcleo entopeduncular del roedor (Iwahori 

y Mizuno, 1981; Heimer et al, 1982; Heimer et al, 1995). 

Diversos estudios (para revisión ver Braak y Braak 1993 y Hauber, 1998) 

proponen que el núcleo entopeduncular es una subdivisión del globo pálido en 

roedores, sin embargo, en estos organismos, el primero está embebido entre la 

fibras corticofugales de la cápsula interna, formando así un núcleo intracapsular 

que a pesar de ser histológica mente idéntico al GP (Nieuwenhuys et al, 1998) 

puede ser considerado una estructura diferente. Aunque las aferentes son 

similares (y posiblemente estén duplicadas entre los dos núcleos), ambos 

proyectan hacia distintos sitios (Alexander y Crutcher, 1990), los patrones 

espontáneos de disparo y los efectos conductuales producidos por lesiones son 

diferentes (Marchand et al, 1986'·b; Braak y Braak, 1993) y presentan distintos 

orígenes embriológicos: el núcleo entopeduncular se origina a partir del diencéfalo 

como un derivado del hipotálamo (Marchand et al, 1986'·b) en dos gradientes 

intranucleares: caudal y rostral entre los dias embrionarios (E) 10 Y 15 (El0-E14 

caudal, El0-E15 rostral), mientras que el GP (de origen telencefálico) se genera 

entre los días Ell y E16, igualmente en dos gradientes neurogénicos: Ell-E16 

caudal y E12-E16 rostral (Marchand et al, 1986'·b; figura 15). 

Por estas razones en el presente trabajo no se incluye al núcleo 

entopeduncular como parte del globo pálido. 
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Figura 15. Periódos de neurogénesis 
y formación de los núcleos entopeduncular (Al, 
subtalámlco (8) y globo pálido (el en el 
cerebro de la rata. Las células fuéron 
marcadas con timidina tritiada de tal forma que 
la escala vertical indica el número relativo de 
células marcadas encontradas en las fechas 
Indicadas en la escala horizontal. 

Las Ifneas punteadas en cada caso 
indican los peri6dos de neurogénesis de las 
porciones caudal (el y rostral (R), la Unea 
continua indica el promedio de ambos y 
representa en peri6do de formación del núcleo 
particular. Todas las fechas indicadas son dles 
prenatales. Tomado de Marchand et al, 1986 . 
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En GP de los roedores se han descrito diferentes tipos y tamaños celulares 

(Parent, 1979; Iwahori y Mizuno, 1981; Park et al, 1982; Difiglia et al,1982; 

Jaraman, 1983; FaUs, 1983; Francois et al, 1984; Millhouse, 1986). Si bien estas 

diferencias pueden deberse a discrepancias entre las especies (rata y ratón) o 

bien a la edad gestacional o las técnicas empleadas, en general se describen tres 

grupos celulares: 

1) Células triangulares y bipolares de tamaño mediano a grande (de 20 a 

40 Ilm de largo en su eje mayor) y células multipolares (20-50 Ilm de 

diámetro) características de la región medial y lateral del GP 

respectivamente (Fax et al, 1966, 1974; MiUhouse, 1986). En el ratón el 
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tipo multipolar es caracteristico de la región medial (Iwahori y 

Mizuno, 1981, figura 16). 

2) Células multipolares gigantes (35-50 Jlm). Este grupo esta conformado 

por una escasa población de células situadas de manera preferencial en 

la región peripalidal. Sus axones atraviesan el borde palido-estriatal 

penetrando profundamente en el núcleo estriado (Francois et al, 1984). 

Por lo que se les considera neuronas de proyección (DeVito et al, 1980, 

1982; Difiglia et al,1982, 1994; figura 17). 

3) Células pequeñas (12-16 Jlm). A este grupo pertenecen todas las que 

han sido clasificadas como intemeuronas y están localizadas 

principalmente en la región medial del GP (Difiglia et al, 1982; Millhouse 

1986; figura 18). 

e 

Figura 16. Dibujo en cámara lúcida de una tinelOn metálica del GP obtenida mediante la técnica rápida de 
Golgi. 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 localización aproximada de 
las células marcadas con un punto en una rebanada del cerebro de la rata. La barra de calibración equivale a 
20 micrometros. Tomado de Millhouse, 1986. 
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Figura 17. Dibujos en cámara lucida del GP tenido mediante impregnación metálica de acuerdo al método 
rápido de Golgi. Las células que se muestran corresponden a neuronas multipolares gigantes localizadas 
hacia la región lateral del GP. En el inserto se muestra su localización aproximada. C-P, Caudo-Putamen; GP, 
Globo pálido; le, Cápsula interna. La escala es igual a 50 micrómetros. Tomado de Millhouse, 1986. 
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Figura 18. Dibujos en cámara lücida del GP tenido mediante impregnación metálica de acuerdo al método 
rápido de Golgi. Se observan las células pequel'las localizadas principalmente en la región medial del GP de la 
rata. Compárese su tamana con las neuronaS triangulares y bipolares también esquematizadas. En el inserto 
se muestra su localización aproximada: C-P, Caudo-Putamen; GP. Globo pálido; IC, Cápsula interna; EL, 
borde Caudo-Putamen. La escala es igual a 20 micrómetros. Tomado de Millhouse, 1986. 
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Electrofisiológia. 

Historicamente. la mayoria de los estudios electrofisiológicos de los GB han 

sido realizados en primates. En estos han sido descritos mediante registros 

extracelulares dos clases de actividad en el GP externo (OeLong, 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 

periódos recurrentes de disparo de alta frecuencia (intervalo medio de disparo en 

el reposo: 10-100/sec, media grupal: 55/sec) separados por períodos de silencio 

de más de 500 mseg. de duración 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 ráfagas o BFO-R, presenta bajas frecuencias de descarga en 

ráfagas 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 seco (figura 19). 

A 

B 
I t ¡ 

Figura 19. A Actividad unitaria basal de una célula AFP en el GP externo del primate. B. Actividad unitaria de 
una célula 8FO-R durante el reposo. Compárense sus caracterfsticas. Tomado de De Long, 1971. 

En la rata, los estudios extra 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 Nambú y Llinás (1994; 1997) 

describieron en las rebanadas del GP extraídas del cerebro de cuyo: 
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1) Neuronas tipo 1: Poseen un soma con tamaño promedio de 40 X 23 ~m. 

Son principalmente silentes, con un potencial de membrana (-65 ± 10 

mV) pero pueden generar ráfagas con notoria acomodación. En ellas 

han sido identificadas una conductancia de calcio de bajo umbral y una 

corriente transitoria de potasio tipo A. Presentan potenciales 

postsinápticos inhibitorios. Representan al 59% del total de células 

registradas. 

2) Neuronas tipo 11: Estas células son más pequeñas: poseen un soma de 

29 X 17 ~m. Disparan esponláneamente en el potencial de reposo (-59 ± 

9 mV) presentando también disparos repetitivos «200Hz) con débil 

acomodación. En estas células ha sido identificada una corriente de 

calcio de bajo umbral. Presentan potenciales postsinápticos inhibitorios. 

Representan al 37% del total registrado. 

3) Neuronas tipo 111: Este grupo no presenta disparos espontáneos en el 

potencial de reposo (-73 ± 5 mV), sin embargo, una vez despolarizadas, 

presentan potenciales de acción de larga duración (2.3 ± 0.6 ms) sin 

acomodación. El soma mide en promedio 18 X 12 ~m lo que indica que 

probablemente sean intemeuronas (figura 20). 

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

registros de fijación de corriente en la modalidad de célula completa, a las células 

bipolares grandes del globo pálido de la rata obtenidas por disociación enzimática. 

Bajo fijación de voltaje demostraron la presencia de una familia de corrientes 

salientes de potasio activadas por voltaje constituídas predominantemente por al 

menos dos conduclancias: una sostenida y otra inactivante. Ambas corrientes 

mostraron umbrales de activación cercanos a los -40 mV a partir de un potencial 

de mantenimiento de -70 mV. Tanto la aplicación 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 características 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 del globo pálido tipo 1. D: Neurona del globo pálido tipo ti. G: Neurona del globo pálido 
tipo 111. En todos los casos se trata de reconstrucci6nes a partir de cortes parasagitales del cerebro de la rata. 
Los insertos muestran con un punto negro la localización aproximada de cada tipo célular en el GP. La Hnea 
punteada representa la division entre el GP y el caudado. B, E Y H: muestran la respuesta de la membrana en 
las células tipo 1, 11 Y IU respectivamente, al pulso despolarizante indicado en la parte inferior de cada trazo de 
corriente (RT: potencial de reposo). e y F: Oscilación del potencial de membrana que acampana a las espigas 
mostradas en B y E respectivamente, producida por el pulso de corriente mostrado en la parte inferior de este 
diagrama. Tomado de Nambú y Uinás, 1996. 
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Figura 21. Activaci6n de las corrientes salientes en células del GP de la rata. A: Esquema de la localización 
del GP. B: Dos ejemplos tipicos de células 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. E y F: Una célula diferente 
en presencia de 10 mM de TEA. antes y des púes respectivamente. G: Corrientes sensibles al TEA obtenidas 
mediante substracción digital de E menos F. En el inserto se muestra el protocolo de pulsos despolanzantes 
empleado. D: Colas de comente de la corriente saliente de tipo rectificante resistente al TEA mostrada en los 
trazos anteriores. las colas deactivan en una exponencial simple 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 comente sensible a TEA se inactiva de manera monoexponencial. Tomado de Stefani et al, 
1994. 
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OBJETIVOS 

Mucho del trabajo de identificación molecular de los diferentes miembros de 

la supertamilia de canales de potasio dependientes de voltaje, se ha llevado a 

cabo sin el previo aislamiento de las proteínas correspondientes y su expresión y 

caracterización en sistemas aislados. Por esta razón, a menudo se desconoce 

cual es la relación entre los componentes moleculares identificados por clonación 

y los canales iónicos nativos. 

Este proyecto tiene el propósito de estudiar electrofisiológicamente y 

mediante técnicas de biología 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 características biofisicas y 

farmacológicas, así como sobre la distribución tisular y celular de los diferentes 

miembros de esta subfamilia, es posible comenzar su caracterización en gnupos 

celulares específicos donde la ab"undancia y disponibilidad de las 

correspondientes proteínas contribuya a dilucidar su papel funcional en el SNC del 

mamífero. 

Si bien el núcleo talámico expresa en grandes cantidades algunos de los 

transcritos Kv3, las proteínas se encuentran en la terminales corticales donde son 

difíciles de acceder electrofisiolágicamente. Por esta razón, en el presente trabajo 

se decidió utilizar neuronas del GP del mamífero ya que en ellas se ha 

demostrado a nivel somático, la existencia de las proteínas, producto de esta 

familia génica Kv3. En principio los canales de potasio nativos deberían ser 

accesibles para su estudio mediante la técnica de fijación de voltaje en célula 

completa. 

Los datos obtenidos en este estudio permitirán formular hipótesis sobre la 

participación de estos canales en la regulación de la frecuencia de disparo y en la 

forma del potencial de acción en aquellas células donde se compruebe la 

presencia de estas proteínas. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Obtener a partir del cerebro de ratas jóvenes, neuronas disociadas 

viables del GP (en donde se ha demostrado la abundancia de las 

proteínas Kv3 a nivel somático) susceptibles de ser registradas 

electrofisiológicamente. 

2. Caracterizar e identificar en dichas células, mediante criterios 

electrofisiológicos y farmacológicos, aquellas corrientes nativas de 

potasio activadas por voltaje cuyos canales puedan contener 

subunidades codificadas por la subfamilia de genes Kv3. 

3. Caracterizar las propiedades biofísicas y farmacológicas de las 

corrientes nativas identificadas como pertenecientes a la subfamilia Kv3, 

comparándolas con aquellas expresadas en células CHO transfectadas 

con transcritos de esta familia de proteínas. 

4. Estudiar y en su caso, confirmar mediante técnicas de biología 

molecular, la existencia en las neuronas estudiadas de las subunidades 

que conforman los canales Kv3 que fueron electrofisiológicamente 

demostrados en estas células. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo y Mantenimiento de las Células de Ovario de 

Hamster Chino. 

las células CHO silvestres (CHO- K1. Chinese Hamster Ovary; American 

Type Culture Gollection #ATGG GGl 61 de Crisefu/us griseus donativo del Dr. 

Bernardo Rudy. NYUMC) constituyen uno de los sistemas celulares de mamíferos 

para expresión heter6loga mas frecuentemente usados. Requieren relativamente 

pocos cuidados y sobreviven bastante bien a los diversos métodos de 

transfección. 

las células CHO empleadas en este trabajo como vectores de expresión 

para los cDNA's de Kv3.1 y Kv3.2 fueron cultivadas y mantenidas en a-MEM 

(GIBCO BRl, Gaithersburg, MD) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino 

(SFB, GlBCO BRl, Gaithersburg, MD), 10,000 u/mi de penicilina y 10 mg/ml de 

estreptomicina (a-MEM Completo; GIBCO BRl, Gaithersburg, MO), a pH 7.3 bajo 

una atmósfera de 95% 02 Y 5% de C02 a 37 oC en cajas de Petri plásticas de 100 

mm de diámetro para cultivo de tejidos (Costar, Cambridge, MA). 

Una vez en confluencia. el medio completo era removido y substituído por 1 

mi de tripsina al 0.05% en PBS sin calcio (GIBCO BRl, Gaithersburg, MD), en 

donde la monocapa celular era incubada durante un 1 minuto a 37"C. 

Posleriormente, la solución enzimática era desechada y las células resuspendidas 

mediante pipeteo suave en aproximadamente 2 mi de a-MEM completo. Una vez 

en suspención eran diluidas 1/10 con a-MEM completo. En cada ocasión, 0.5 mi 

de la suspensión celular se sembró en placas nuevas de 100 mm de diámetro con 

10 mi de a-MEM completo. 

El medio era cambiado cada dos dias y las células resembradas cada vez 

que alcanzaban confluencia. 
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Expresión Funcional de Canales Kv3.1 b y Kv3.2a en las 

Células CHO. 

El estudio de las corrientes generadas por los transcritos Kv3.1 b se realizó 

en células CHO silvestres (CHO-) transfectadas transitoriamente con el cONA de 

dicha proteina. 

Cuando las células CHO- alcanzaban confluencia eran tripsinizadas en la 

forma ya descrita y resuspendidas en 2 mi de a-MEM completo. Medio mililitro de 

la suspensión era resembrado según se explicó ya, para mantener la linea celular 

y el restante era diluido y sembrado a baja confluencia (- 40%) en cajas de Petri 

plásticas de 30 mm de diámetro para cultivo de tejidos (Costar, Cambridge, MA) 

con varios cubreobjetos de vidrio estériles (5 mm de diámetro; Coming, 

Swedesboro, NJ) en su interior. Un par de horas después, las células ya adheridas 

a los cubreobjetos, eran lavadas dentro de la misma caja de Petri un par de veces 

durante 5 minutos con a-MEM sin suero y transfectadas mediante la técnica de 

liposomas (Lipofectamine, Lite Technologies, Gaithersburg, MO) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

Debido a que el proceso de transfección ofrece una eficiencia variable, con 

el fin de identificar aquellas células que estuvieran expresando la proteina Kv3.1 b, 

fue necesario cotransféctar en ellas un plásmido (pCONA 3.0, Invitrogen, Co. 

Carlsbad, CA) con el cONA de la Proteina Fluorescente Verde (GFP, Life 

Technologies, Gaithersburg, MO) para que funcionara a manera de proteína 

reportera. La GFP fue detectada por la emisión de fluorescencia a 520 nm bajo 

excitación a 480 nm con epifluorescencia. 

Típicamente los registros electrofisiológicos se llevaron a cabo dos días 

después de cada transfección. 

El estudio de las corrientes generadas por los canales codificados por los 

transcritos Kv3.2a se realizó en células CHO- trasfectadas establemente de 

acuerdo a la metodología descrita en 1995 por Moreno y colaboradores. Estas 

células fueron proporcionadas por el Dr. Bemardo Rudy del Centro Médico de la 

Universidad de Nueva York. Las células mantenidas en cultivo bajo las 

condiciones descritas anteriormente fueron tripsinizadas, resuspendidas y 
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sembradas en cubreobjetos de vidrio de 5 mm de diámetro contenidos en cajas 

Petri de plástico a una densidad de 50-60% 48 horas antes de cada registro. 

En ambos casos, al momento del registro, uno de los cubreobjetos con las 

células era transferido a una cámara de registro (RC-13, Warner Inst. Hamden, 

CT) montada en la platina de un microscopio Nikon invertido (Nikon Diaphot, Nikon 

Corp. Japan). Las células eran perfundidas continuamente con Solución 

Extracelular para Mamífero (SEM, en mM: NaCI 130, KCI 3, MgC122, NaHC03 1, 

NaH2PO. 0.5, HEPES 5, CaCI2 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 jóvenes Sprague-Dawley de 

10-16 días de edad cuyo cerebro fue extraído rápidamente y sumergido en SEM 

fría burbujeada con Carbógeno (95% C02, 5% 02, Infra, SAo México) 15 minutos 

antes de comenzar el experimento y continuamente durante el procedimiento. Una 

vez removido el cerebelo, los hemisferios fueron separados siguiendo la línea 

media y seccionados en plano parasagital con ayuda de un vibratomo (Campden 

Instruments, London, UK) en rebanadas de 400 micrómetros de grosor. Las 

rebanadas se colectaron y mantuvieron en SEM fría hasta el momento de su 

disección. 

El GP se identificó en aquellas rebanadas que lo contenían (normalmente 

de 4 a 7 de ellas), mediante inspección visual bajo un microscopio estereoscópico 

(Nikon SMZ 2T, Nikon Corp. Japan). Una vez localizado el tejido de interés, este 

era separado del resto de la rebanada mediante microdisección· y sometido a 

digestión enzimática en una solución de Pronasa (Pronasa XIV Tipo E 1 mg/ml, 

Sigma Chemical, St Louis. MO) en SEM durante 25-35 minutos (dependiendo de 

la edad del animal), a 35 Oc bajo agitación suave continua. Posteriormente, el 

tejido fué lavado tres veces en SEM sin calcio (en mM: NaCI 130, KCI 3, MgC122, 

NaHC03 1, NaH2PO. 0.5, HEPES 5, Glucosa 5, pH 7.4 con NaOH, Sigma 

Chemical, St Louis, MO, a temperatura ambiente) y triturado mecánicamente 

mediante pipetas Pasteur (cuyas puntas fueron estrechadas al fuego de tal forma 
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que se obtuvieron varios diámetros decrecientes), en un volumen final de 2 mi de 

la misma solución. Una alícuota (- 1 mi) de la suspensión celular era entonces 

sembrada en una cámara de registro (RC-13, Wamer Inst. Hamden, CT) con 

fondo de vidrio, montada en la platina de un microscopio Nikon invertido (Nikon 

Oiaphot, Nikon Corp. Japan). Antes de ser perfundidas con solución extracelular 

con calcio a temperatura ambiente, las células se dejaron reposar durante un 

periódo de 15 a 20 minutos para que se pegaran a la superficie de vidrio de la 

cámara de perfusión. 

Transfección de Transcritos Dominantes Negativos, 

Con el objetivo de eliminar selectivamente las corrientes Kv3 in vitro, se 

realizó la trasfección del cONA para subunidades Kv3 dominantes negativas en las 

células del GP. 

Estas subunidades carecen de algúna caracteristica fundamental para el 

correcto funcionamiento del canal, por lo que producen proteinas "defectuosas". El 

ONA responsable de estas subunidades está incluido en un vector de trasfección 

de alta eficiencia de traducción por lo que se producen en mayor cantidad y 

compiten con las normales durante el ensamblado final del canal. Al cabo de algún 

tiempo (generalmente determinado por la velocidad de recambio de la proteina en 

cuestión) 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 disociación descrita con anterioridad. Se sembraron 100 Id de la 

suspención celular en cubreobjetos de vidrio de 5 mm de diámetro colocados 

dentro de cajas de Petri plásticas de 30 mm de diámetro para cultivo de tejidos 

(Costar, Cambridge, MA). Pasados 10 minutos, la solución extracelular normal fuá 

substituida por (l-MEM (GIBCO BRL, Gaithersburg, MO) suplementado con 15 % 

de Suero Fetal Bovino (SFB, GIBCO BRL, Gaithersburg, MO), 10,000u/ml de 

penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina, 60 ng/ml de NGF, 2 nM de FGF, 2 nM de 

EGF y 10 nM de IGF (donados por el Or. Bemardo Rudy). Los cultivos celulares 

fueron mantenidos a pH 7.3 bajo una atmósfera de 95% 02 Y 5% de C02 a 37 oC. 
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Dos días después de sembradas, las células fueron lavadas un par de 

veces con Optí-mem bajo en suero (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) durante 5 

minutos cada una y transfectadas siguiendo la metodología 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 aminoácidos que forman 

la región H5 ( proporcionado por del Dr. Bemardo Rudy, Vega Saenz de Miera et 

al, 1994). Adicionalmente y como elemento reportero, a la misma proteína se le 

fusionó el DNA responsible de la Proteína Fluorescente Verde (GFP) en el 

extremo carboxilo terminal. El constructo fué introducido en el plásmido pcDNA3 

(Invitrogen. Co Madison, Wi) que se caracteriza por su alto nivel de traducción, 

que como ya se mencionó es una característica fundamental para que la proteína 

resultante funcione como dominante negativo. 

Los registros electrofisiológicos se realizaron después de la transfección, 

durante todo el tiempo de sobrevivencia de las células del GP en cultivo o hasta 

que las condiciones del mismo lo permitieran (en promedio 4 días). En cada caso 

se precedió al registro de varias células cada vez, en condiciones control y en 

presencia de mM de TEA con el fin de evaluar la disminución en el porcentaje total 

de corriente sensible a dicho bloqueador de corrientes de potasio. 

Electrofisiologia. 

Los registros electrofisiológiCOs se llevaron a cabo mediante la técnica de 

fijación de voltaje en la modalidad de célula completa. En todos los experimentos a 

la Solución Extracelular para Mamífero utilizada se le adicionaron 1 IlM de TTX 

(Alomone Labs. Jerusalem, Israel) y 200 ¡lM de Cloruro de Cadmio (Sigma 

Chemical, St Louis, MO), con el fin de bloquear las corrientes de sodio y calcio 

dependientes del voltaje. El CdCI2 al inhibir el influjo de calcio, limita la activación 

de corrientes de potasio activadas por calcio. Todos los experimentos 

electrofisiológicos fueron realizados a temperatura ambiente (21-23 ·C). 

Las micropipetas de registro fueron elaboradas a partir de tubos capilares 

de borosilicato con microfilamento (GCI20F-l0, Warner Instrument 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 solución intracelular diseñada para 

registrar corrientes de potasio dependientes de voltaje,' (Bargas et al 1996; 

KH,PO. 106 mM, MgCl, 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 concentración intracelular del quelante rápido de 

calcio BAPTA-K se utilizó para limitar aún más la activación de conduclancias 

activadas por calcio. Las resistencias típicas de las micropipteas llenas con esta 

solución variaron entre 2.5 y 3.0 Mn. Los registros de fijaciÓn del voltaje fueron 

realizados mediante un amplificador Axopatch-1D o 200A (Axon Instruments, 

Foster City, CA) y las corrientes monitoreadas, filtradas (4-pole Bessel; -3 dB a 2 

kHz) y digitalizadas a 40 kHz mediante el software pCLAMP 6.0 (Axon 

Instruments, Foster City, CA) y una tarjeta Oigidata 2000 (Axon Instruments) 

instalada en una computadora 466/100 MHz AT/PC. Los datos experimentales se 

almacenaron en discos Bernoulli de 90 Mb o en discos ZIP de 100 Mb (Iomega 

Co. Roy, Utah) y fueron analizados mediante los programas Clampfit de Axon 

Instruments (Foster City, CA) y Origin 5.0 (Microcal Software Inc. Northhampton, 

MA). 

Protocolos de Fijación del Voltaje. 

Una vez seleccionada la célula que sería sometida a los protocolos 

experimentales y desde el momento en que entraba en contacto con la solución 

extracelular, la micropipeta era mantenida a un potencial de O mV con presión 

positiva en su interior. Ya en contacto con la membrana plasmática, el potencial 

era fijado en -80 o -40 mV según fuera el caso, aplicandose en la pipeta una 

pequeña presión negativa mediante succión hasta el establecimiento del sello de 

alta resistencia. En ese momento se compensaban los transitorios capacitivos 

generados por la micropipeta en respuesta a un pulso despolarizante de 12.5 ms 

de duración y 20 mV de amplitud. 

Para romper el pedazo de membrana que se encontraba dentro de la boca 

de la pipeta y alcanzar la configuración de "célula completa", se emplearon pulsos 

suaves de succión o bien un pulso de alta frecuencia y corta duración (ZAP, <1 
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ms). La resistencia en serie de la pipeta se compensó usualmente entre el 75 y el 

85%. Un vez en la configuracióin de célula completa, se aplicaba un protocolo 

para medir la capacitancia de la membrana y evaluar la estabilidad del sello. Dicho 

protocolo consistía en un escalón de voltaje generado a partir de un potencial de 

mantenimiento de -80 o -40 mV que despolarizaba hasta -80 o -20 mV 

respectivamente, durante 15 milisegundos de duración, con una resolución de 

30J.ls por punto a 33 kHz. Típicamente para cada medición se promediaron 50 

pulsos. 

Para la obtención de las curvas-IV y de activación, se emplearon en todos 

los casos, pulsos cuadrados de 350 ms de duración con una velocidad de 

muestreo de 600 J.Is por punto a 1.67 kHz. En algunos de ellos se utilizó un 

potencial de mantenimiento de -80 mV. En estos, el primer pulso de prueba 

ocurría a -70 mV y el último a +50 mV íncrementandose 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 

tenían umbral de activación inferior a este potencial, el primer pulso de prueba 

ocurría a-3D mV y el último a +50 en incrementos de 10 mV. 

En los experimentos donde se midió la dependencia del voltaje de las colas 

de corriente y el potencial de inversión de la conductancia de potasio, se empleé 

un protocolo que consistía 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 J.Is 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 máximo de +10 mV. Este pulso duró 20 ms muestreando a una 

velocidad de 5 J.IS por punto (200 kHz). Para obtener una mejor resolución en la 

porción final de la cola de corriente, la velocidad de captura se cambio a 1.3 J.IS por 

punto, 4 milisegundos antes de terminar el pulso condicionante. 
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Con el fin de evitar la acumulación de la inactivación, el tiempo entre cada 

episodio de estimulación fue de 15 segundos. 

Farmacologla. 

Las drogas empleadas en este estudio fueron aplicadas únicamente sobre 

la célula en estudio mediante una pipeta de vidrio de punta relativamente ancha 

(1 O ~m) hecha a partir de un capilar de borosilicato estirado al calor y colocada a 

una distancia de 100 a 200 ~m de la célula con ayuda de un micromanipulador 

electrónico (MS 314, Fine Science Tools Inc. Foster City, CA). La aplicación se 

realizó, ya sea por gravedad o por pulsos de presión (10 psi) controlados con un 

dispositivo Picospritzer 11 (General Valve Corp. Farfield, NJ). 

Las corrientes sensibles a cualquiera de los fármacos empleados, fueron 

aisladas por substracción digital punto a punto de las familias de corrientes 

obtenidas antes y después de la aplicación de la droga. En algunos experimentos, 

las células fueron expuestas a una solución que contenía de 0.1 a 10 mM de 

Cloruro de Tetraetilamonio (TEA, Sigma Chemical, St Louís, MO) o 4-Amino­

Piridina (4-AP, Sigma Chemical, St Louis, MO) disuelto en SEM con TTX y CdCI2. 

Típicamente se aplicó 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 

CeU RT-PCR). 

La presencia del RNA mensajero para cada uno de los genes de la familia 

Kv3 en las células disociadas del GP se determinó mediante la Reacción en 

Cadena con Polimerasa en Célula Única (Single Cell RT -PCR) siguiendo los 

protocolos descritos en (Vega-Sáenz de Miera y Lin, 1992) con las siguientes 

modificaciones: Todas las soluciones se prepararon en agua bidestilada libre de 

RNAsas (Sigma Chemical, St Louis, MO). Todo 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 cámara de 

registro mediante una micropipeta estéril de punta ancha (2-5 IlM de diámetro) 

llena con 3 111 de una solución 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 Ca. Madison, Wí.) empleando succión suave. Posteriormente, 

el contenido de la pipeta fue depositado, rompiendo la punta, en el fondo de un 

tubo Eppendorf de 500 111 nuevo el cual se mantuvo en nitrógeno líquida hasta su 

uso. 

Para la obtención del cONA mediante la reacción de Transcripción Reversa 

de RNA, se emplearon, por cada tubo, 17 microlitros de una solución conteniendo 

1.18 mM de dNTP's, 3.82 mM de MgCI2, 50 unidades de Transcriptasa Reversa 

Rnasa H minus del Virus de la Leucemia Murina (Gibco-BRL, Gaithersburg, MO), 

4.4 IlM de iniciadores aleatorios (Hexamer Random Primer, Pharmacia, Crawley 

Sussex, GB), 20 unidades por mililitro de Inhibidor de RNAsa, 30 mM de KCI y 6 

mM de Tris-HCI pH 8.3 mas 50 111 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 evaporación durante la termociclación. 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 reacción y luego mantenidos a O'C hasta su posterior amplificación 

por PCR (Vega-Sáenz de Miera y Lin, 1992). 

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 únicas y del 

(posiblemente) bajo número de copias de estos mensajeros en cada célula, con el 

fin de obtener producto suficiente para una identificación confiable (a pesar de la 

enorme sensibilidad de esta metodologia), se resolvió utilizar una modificación del 

RT-PRC típico conocida por su nombre en inglés como "Nested RT-PCR". En esta 

técnica se hacen dos rondas de amplificación: la primera utilizando iniciadores 

"degenerados" o genéricos capaces de amplificar a todos los RNA's presentes o 

únicamente a una familia en particular de RNA's relacionados entre si. La segunda 
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ronda emplea iniciadores específicos para así obtener una mayor cantidad del 

producto buscado (Vega-Sáenz de Miera y Un, 1992). 

Para la primer ronda de amplificación se utilizaron 75 ~I de una solución 

conteniendo 50 mM de KCI, 0.85 mM de MgCI2, 1. 7 ~M de cada uno de los 

iniciadores genéricos para la familia Kv3 (sentida: CTC GAA TIC I TI(crr) 

TG(Crr) (Crr)TN (AlG)A(AlG) CAN CA, antisentido: CTCGAATIC GGA (AlG)TA 

(AlG)TA CAT N(C/G)C (G/A)AA) y 10 mM de Tris-HCI pH 8.3 los cuales fueron 

agregados a cada uno de los tubos que contenían el producto de la reverso 

transcripción. Los tubos fueron entonces calentados durante 5 minutos a 94°C. 

Estando los tubos todavía a 94 oC ("hot start"), se les adicionó a cada uno, 5 ~I de 

una solución conteniendo 2.5 unidades de Taq Polimerasa (Taq Poli merase, 

Perkin Elmer, Norwalk, CT), 50 mM de KCI y 10 mM de Tris-HCI pH 8.3. En los 

casos las soluciones fueron mezcladas a través del aceite mineral que cubría la 

superficie acuosa. 

Los tubos fueron sometidos a 35 ciclos de amplificación. Cada ciclo estuvo 

estructurado de la siguiente forma: 1) desnaturalización a 94 oC por 1 minuto, 2) 

alineamiento a 48 Oc por 1 minuto y, 3) extensión a 72 Oc por 1 minuto. 

Finalizando los primeros 35 ciclos, la reacción se dio por terminada calentando los 

tubos por 7 minutos a 72 oC. 

Para la segunda ronda de amplificación, en un tubo nuevo de PCR, se 

añadieron: un microlitro del prodycto de la primera ronda de amplificación mas 94 

~I de una solución conteniendo 2.63 mM de MgCI2, 210 ~M de dNTPs, 50 mM de 

KCI, 10 mM de Tris-HCI pH 8.3 y 160 nM de los iniciadores específicos para cada 

uno de los diferentes miembros de la familia Kv3 (Kv 3.1b -532 pb- sentido 1441-

1461: CGC TIC AAC CCC ATC GTC AAC, Antisentido 1930-1951: GTG TGT 

GTG TIC GCT GGC GCT en ACC# M37845; Kv3.2a -447 pb- Sentido 882-901: CC 

AGC GCT GTI CTC CAG TAT, Antisentido 1358-1337: C AAT GGG GAT GTI 

TTT GAA CTG en ACC# M34052; Kv3.3 -209 pb- Sentido 1192-1210: GTG ACG 

CAG GCC TCT CCA A, Antisentido 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 ACC# 

X62841}. Finalmente, en la superficie de cada tubo se pusieron 50 ¡.tI de aceite 

mineral y fueron calentados a 94 Oc durante 5 minutos para inmediatamente 

después agregárseles la Taq POlimerasa en la manera como se describió 

previamente. Los tubos se sometieron esta vez a 20 ciclos de amplificación (1 

minuto de desnaturalización, alineamiento y extensión a 94, 55 Y 72°C 

respectivamente) seguidos de un último período de extensión a 72°C por 7 

minutos. Los productos finales fueron mantenidos en refrigeración hasta su 

análisis por electroforesis en geles de agarosa al 2%. 
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RESULTADOS 

Corrientes de Potasio en las Células CHO. 

Las neuronas nativas del SNC poseen un amplio repertorio de canales de 

potasio dependientes del voltaje de los cuales una cierta proporción podría 

corresponder a canales formados por subunidades codificadas por genes de la 

subfamilia Kv3. Debido a que las corrientes generadas por estos genes en los 

sistemas de expresión heteróloga poseen un umbral de activación particularmente 

elevado (--10 mV), se consideró que una estrategia potencialmente útil para 

eliminar una fracción importante de las corrientes de potasio que se activan a 

potenciales más negativos (--50 mV) en las células nativas, sería fijar el potencial 

de mantenimiento a un valor que inactivase dichas corrientes, pero sin afectar de 

forma importante a las corrientes de interés. 

Para conocer cuál sería el potencial de mantenimiento apropiado para esta 

maniobra, se estudió 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 sección de materiales desde 

potenciales de mantenimiento de -80 y -40 mV en células CHO trasfectadas 

estable o transitoriamente con el cONA 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 el potencial de mantenimiento sobre una familia de corrientes de potasio 

activadas por el voltaje en células transfectadas con el transcrito Kv3.2, en tanto 

que e y o ilustran los efectos de la misma maniobra sobre la familia de corrientes 

de potasio activadas por el voltaje en células CHO transfectadas con el transcrito 

Kv3.1. Como puede observarse, los pulsos 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 
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Figura 22. Efecto de cambiar el potencial de mantenimiento sobre la amplitud de las corrientes de 
potasio dependientes de voltaje Kv3.1 by Kb3.2a en células CHO. 

Corrientes producidas por una serio de escalones de voltaje aplicados desde un potencial de 
mantenimiento de -80 (paneles A y el 6 desde -40 mV (paneles B y Ol. En la parte superior de cada columna 
se indica el potencial de mantenimiento utilizado en cada caso. Los paneles A y B muestran las corrientes 
Kv3.2. en tanto que e y D ilustran los efectos de la misma maniobra sobre la familia de corrientes de potasio 
activadas por el voltaje en celulas transfectadas con el transcrito Kv3.1 

Los paneles E y F muestran las curvas de conductancia máxima normaliZada (GlGmax) en función 
del voltaje obtenidos para las corrientes Kv3.2 y Kv3.1 respectivamente. En cuadros con barras de error 
estandar estan los datos experimentales y con una linea continua el resultado del major ajuste a la función de 
801tzman. Vertexto para mas detalles. 
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mantenimiento de -80 a -40 mV redujo únicamente 9.3 ± 0.1 % Y 9.8 ± 0.6% (n=4), 

de la corriente máxima inicial, respectivamente. Este cambio no es significativo. 

En estudios realizados previamente (Vega-Saenz de Miera, 1994), se 

concluyó que de acuerdo con su dependencia del voltaje, las corrientes Kv3.1 b y 

Kv3.2a, expresadas en ovocitos de Xenopus, eran prácticamente indistinguibles 

entre sí. Sin embargo, un examen más cuidadoso de nuestros registros obtenidos 

en células CHO reveló algunas diferencias sutiles. Los paneles E y F muestran las 

curvas de conductancia máxima normalizada (G/Gmax) en función del voltaje, 

para las corrientes Kv3.2 y Kv3.1 respectivamente. Los datos de corriente 

(transformados a conductancias considerando un potencial de equilibrio para el 

potasio (EK) de -80 mV), fueron ajustados a una función de Boltzman de la forma 

G/Gmax = 1/[1 - exp(Vm - V'h)/k]. De la comparación de los parámetros derivados 

de este ajuste a las curvas de activación 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 tanto en el 

voltaje al cual la corriente alcanza la mitad de su activación (VY.i = 12.1 ± 1.26 mV 

para Kv3.2 versus 19.1 ± 0.11 mV para Kv3.1), como en el parámetro de 

pendiente k (milivotts necesarios para que se produzca un cambio de e-veces en 

la conductancia; 8.4 ± 0.25 mVen Kv3.2 versus 11.0 ± 0.2 mVen Kv3.1). 

Cuando se analizaron las cinéticas de deactivación fueron aparentes 

algunas diferencias en los parámetros cinéticos de las corrientes Kv3.1 y Kv3.2 

reportados en la bibliografía. 

En la figura 23 se 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 respeclivamente). Dichas familias de corrientes fueron 

obtenidas mediante la aplicación de un protocolo que consistió de un pulso 

condicionante que despolarizó a la célula desde un potencial de mantenimiento de 

-40 mV hasta +50 mV durante 220 ms (momento en el cual la corriente y se 

encontraba en el 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 mVen incrementos de 10 mV cada vez durante 20 ms. 
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Figura 23. Comparacion de las corrientes de cola generadas por el cierre de los canales de potasio 
dependientes de voltaje de tipo Kv3, 1 b Y Kv3.2a expresados en celulas CHO. 

A,S: Familias de colas de corriente obtenidas de celulas CHO Irasfectadas con cONA para Kv3.1 y 
Kv3.2 respectivamente. Notese que las colas de corriente de los canales Kv3.1 tienen constantes de 
deactivacion mas rapida que las colas de corriente de los canales Kv3.2. C: Dependencia del voltaje de la 
constante de tiempo de deactivacion para ambos casos. La slmbologia 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 los canales 

Kv3.1 tienen constantes de deactivación más rápida que las colas de corriente de 

los canales Kv3.2 (1.2 ± 0.2 ms vs 5.3 ± 0.1 ms, n = 4; respectivamente, a un 

potencial de +40 mV). En el panel e se muestra la dependencia del voltaje de la 

constante de tiempo de deactivación 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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0.78 ± 0.01; R = 0.94 para Kv3.2, respectivamente. La diferencia en la 

dependencia al voltaje es significativa (P< 0.005). 

En lo que respecta al potencial de reversión obtenido cuando se gráfican 

los valores instantaneos de corriente en las colas en función del voltaje (figura 24), 

se encontró una diferencia de aproximadamente 10 mV entre las corrientes 

conducidas por cada tipo particular de canales Kv3: Kv3.2 = --Q5 ± 2.35 mV; Kv3.1 

= -55 ± 3.56 mV (n = 3). 

La diferencia encontrada en el potencial de reversión indicaría 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 fenómeno. 

Las diferencias mencionadas entre los canales homomultiméricos Kv3.1 y 

Kv3.2 expresados en células CHO reportadas por primera vez en este trabajo, 

podrían servir en un momento dado como criterios adicionales a las caracteristicas 

biofísicas 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 

específicos para ningúna de las corrientes iónicas 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" b. c; Vega-Sáenz de Miera et al, 

1992'·b; 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-Aminopiridina (4-AP). 

En general, los estudios farmacológicos realizados hasta la fecha en esta 

subfamilia de canales iónicos se han efectuado en sistemas de expresión y bajo 

condiciones de registro diferentes a los empleados en este trabajo, razón 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. Polencial de inversión de las colas de corriente de potasio en las células CHO 
transfectadas con cONA para las proternas Kv3.1 y Kv3.2. Se puede observar que 10$ canales Kv3.1 muestran 
una marcada rectificación saliente, en tanto que la corriente Kv3.2 posee una discreta rectificación entrante. El 
potencial de reversión calculado de acuerdo a la ecuación de Nesrt indicó que el potencial de reversión teórico 
es de -61 mV. 

La figura 25 muestra la curva dosis-respuesta para la inhibición por TEA de 

las corrientes registradas en las células CHO transfectadas establemente con el 

cONA para el canal Kv3.2 y la obtenida en las células CHO transfectadas 

transitoriamente con el cONA de Kv3.1 (veáse métodos). Las ICso que se 

calcularon 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 detalle los efectos de la 4-AP sobre estas corrientes, por razones 
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que se explicarán 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 celuras CHO. Las 
corrientes salientes antes y despues de la aplicadon de TEA fueron producidas por pulsos despolarizantes de 
500 ms de duraci6n a partir de un potencial de mantenimiento de -40 mV. El primer pUlso ocurrió en -30 y 
llego hasta +50 mVen incrementos de 10 mV. La aplicad6n del bloqueador se describe en los metodos. 
Circulas abiertos Kv3. 1 b, circulas 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 válida 

que en principio ayudaría a eliminar selectivamente por ¡nactivación, aquellos 

componentes de corriente saliente de potasio con bajo umbral de activación 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, 

na se inactivan ni sufren otros cambios cinéticos significativos ante esta maniobra. 
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2) Se confirmó que bajo las condiciones de registro empleadas en este 

trabajo, las corrientes de potasio de la subfamilia Kv3 se inhiben a 

concentraciones muy bajas de TEA (Kv3.2 ICso = 0.28 mM; Kv3.1 ICso = 0.38 mM). 

La sensibilidad media obtenidas ubica a estas proteínas como las mas sensibles 

hacia estas drogas de entre la supertamilia de canales sensibles al voltaje. Esto 

garantiza que empleando concentraciones cercanas a 1 mM, se eliminaría 

selectivamente una fracción importante (- 80%) de la corriente generada por estos 

canales, sin afectar otras corrientes menos sensibles. Además permitirá mediante 

la substracción digital de los registros antes y después de TEA (ver más adelante), 

estudiar en aislamiento a los componentes de corriente que probablemente 

resultan de la actividad de canales en cuya composición intervienen productos de 

los transcritos de la familia Kv3. 

3) Se detectó 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 deactivación, y potencial de reversión. De 

confirmarse, estas diferencias podrían ser útiles como criterios para su 

identificación y discriminación en células nativas. 
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Corrientes de potasio activadas por el voltaje en las 

neuronas del globo pálido disociadas agudamente. 

Como producto de la disociación enzimática del GP, tipicamente se 

obtuvieron tres tipos celulares que morfológicamente corresponden a aquellos 

reportados previamente en diversos estudios como característicos del GP (figura 

26, comparar con las figuras 16, 17 Y 18). Se encontraron igualmente abundantes 

astrocitos y algunas células multipolares pequeñas (no s~ muestran). 

Figura 26. Microfotografías de los tipos célulares característicos obtenidos der GP de la 
rata mediante disociación. En el panel A se muestran las células triangulares y bipolares 
denominadas aquí como células tipo -A-. En B se muestra un ejemplo de las células grandes 
multipolares tipo -S-. La barra de calibración equivale a 20 micrómetros. 
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Fué posible agrupar a estas células de acuerdo con la proporción relativa 

de corriente saliente de potaSio de bajo umbral de activación tipo • A" que 

presentaron como resultado de pulsos despolarizantes a partir de un potencial de 

mantenimiento de -80 mV (durante 350 ms, iniciándose en -70 y hasta +30 mV en 

incrementos de 10 mV). En la figura 27 paneles A, e 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 

S, D Y F, se muestran las familias de trazos de corriente obtenidos en las mismas 

células mediante un protocolo similar al anterior pero partiendo de un potencial 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 

cambio del potencial de mantenimiento de -80 a -40 mV, desaparecen al menos 

dos componentes de corriente de bajo umbral de activación: un componente que 

corresponde a la corriente de tipo "A" clásica 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 la 

inactivación de la corriente • A'. Nótese 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 las características 

de un rectificador retardado. En los casos mostrados en S y F es apreciable una 

ligera inactivación lenta. 

Según lo expuesto anteriormente, el cambio en el potencial de 

mantenimiento de -80 a -40 mV elimina una fracción de la corriente de potasio 

que por su inactivación 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 mV 

(panel A) y a -40 mV (panel S). En el panel e se muestra el resultado de la 

substracción digital punto a punto de los trazos obtenidos en A menos los trazos 

obtenidos en S. Se puede ver que la maniobra de cambiar en el potencial de 
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mantenimiento elimina en su totalidad un componente inactivante rápido de bajo 

umbral de activación (-60 mV) y a un componente de corriente de potasio saliente 

sostenida también de bajo umbral de activación (-50 mV). En el caso de la 

corriente inactivante, dadas sus características cinéticas y su dependencia del 

voltaje aparentes, probablemente se trate de algun tipo de corriente inactivante 'A" 

codificada por los genes Kv4. En el panel D se muestra la grafica de conductancia 

(G/Gmax) normalizada para las corrientes observadas en las células del GP a dos 

diferentes potenciales de mantenimiento. El posible origen de la corriente 

rectificadora de bajo umbral de activación se discutirá más adelante. 

A 
-80rnV 

B 
-40mV 

e o 

E F 

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 potenciales 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, e y El o desde ~O mV (8. O Y F). Para mas detalles ver 
texto. 
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Figura 28. Familias de corrientes de potasio producidas en una célula del GP bajo un potencial de 
mantenimiento de -80 mV (A) y a -40 mV (B). C. Resultado de la substracción digital de los trazos obtenidos 
en A menos los trazos obtenidos en B. La maniobra de cambiar en el potencial de mantenimiento elimina en 
su totalidad un componente inactivante rápido de bajo umbral de activación (-60 mV) ya un componente de 
corriente de potasio saliente sostenida también de bajo umbral de activación ( .... 50 mV). En D se muestra la 
grafica de conductancla (G/Gmax) normalizada para las corrientes 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 umbar1 de activación cercano a -10 mV. La slmbologfa correspondiente se 
indica en la gráfica. 

Los experimentos que se describen a continuación estuvieron encaminados 

a responder la siguiente pregunta: ¿Existe en las células del globo pálido, algún 

componente macroscópico de la corriente de potasio cuya cinética, dependencia 

del voltaje y farmacología sugiera que resulte de la actividad de canales de potasio 

en cuya composición participan productos de los transcritos de genes Kv3? De 

ser así, ¿a cuales transcritos de los ya clonados corresponden dichas corrientes? 
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Los resultados serán 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 sí por su morfología y sus 

características electrofisiológicas: células de tipo "A" y células de tipo "B". 

Caracteristicas biofísicas de las corrientes de 

potasio de las neuronas del GP de tipo "A". 
A este grupo pertenecen las células de soma fusiforme o bipolar y triangular 

(ver figura 26 paneles A, B). En la figura 29, se presentan los registros típicos 

obtenidos de una célula con estas características morfológicas. En el panel A, se 

muestra la familia de corrientes de potasio obtenidas mediante la aplicación de 

pulsos de voltaje de 350 ms de duración a partir de un potencial de mantenimiento 

de -40 mV. Los pulsos inician a -30 mV y continúan hasta +60 mV en pasos de 10 

mV. La familia de corrientes registradas en condiciones control, denominada aquí 

IGP" comienza a activarse a -30 mV y tiene las características de una corriente 

sostenida de tipo rectificador tardío. La deactivación 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 aplicación de 1 mM TEA en el medio externo. Este componente 

de corriente remanente, llamado resistente al TEA o IGP.R, también posee 

características de una corriente sostenida de tipo rectificador retardado, aunque 

muestra una cinética de activación más lenta que la de IGP,. 

La deactivación del componente de corriente IGP.R es también lenta. En e se 

muestra el componente de corriente sensible al TEA (IGP,TEA) obtenido mediante la 

substracción digital de los trazos de corriente que se muestran en A de los trazos 

correspondientes en B. De manera característica, en las células de tipo A, la 

corriente IGP,TEA es sostenida de tipo rectificador retardado y representa 

aproximadamente el 50% de la corriente total. 

Típicamente, la cinética de activación de IGP,TEA es más rápida que la de IGPc 

Ó IGP,R (A Y B respectivamente). 
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Figura 29. Corrientes de potasio adivavadas por el voltaje registradas en las celulas tipo A del GP 
de fa rata. A, B Y e Familias de curvas de corriente de potasio obtenidas de la misma celula a partir de un 
potencial de mantenimiento de -40 mV. 

A: Registro control (IGP,c) Observense la colas de corriente relativamente lentas (Idead. = 37.54 ± 4.41 
ms a +40 mV, n = 9) B: La corriente resistente al TEA (IGP,R) mantiene las caracteristicas de un rectificador 
sostenido con deactivacion lenta (tcInd: = 25.64 ± 3.38 ms, a +40 mV, n = 9). La corriente que se observa en 
esta figura represento aproximadamente el 50% de la comente 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 IGP,TEA, posee una muy 
rapida deactivacion: tao.d = 2.27 ± 0.24 ms a +40 mV; n = 6). D: Se muestra la grafica de conductancia 
(GlGmax) normalizada para la corriente sensible al TEA. En cuadros estan indicados los datos experimentales 
(n=6) con barras de error estandar, la linea representa el mejor ajuste de acuerdo a la funcion de Boltzman. 
Los parametros derivados del ajuste y que representan la sensibilidad al voltaje de los canales durante su 
activacion se encuentran en el texto. 
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la sola inspección superficial de la velocidad de deactivación de las colas 

de corriente IGP, TEA revela que éstas decaen más rápidamente que observadas en 

IGPc 6 IGP,R. En el panel D se grafica la dependencia del voltaje en el estado 

estacionario de la conductancia normalizada (G/Gmax) calculada a partir de los 

trazos de corriente IGP,TEA. Como puede verse, la conductanica de la IGP,TEA 

comienza a activarse entre -20 y -10 mV. la linea continua representa el mejor 

ajuste de los datos a la ecuaci6n de Boltzmann, calculada como se hizo para la 

figura 22, los valores de los parámetros V 1/2 Y k que resultan del ajuste son: 16.9 

± 56 mV y 10.6 ± 24 mV, respectivamente. 

Con base en sus características cinéticas y de dependencia del voltaje, 

podemos pensar que el componente de corriente que hemos denominado IGP,TEA 

podría corresponder a la fracción de la corriente total que fluye a través de canales 

codificados por transcritos de la subfamilia Kv3 en las neuronas del globo pálido. 

Como se mencionó anteriormente, estos canales poseen, además de una 

alta sensibilidad al TEA una exquisita susceptibilidad al bloqueo por 4-AP (ICSO < 

1 mM). Una pregunta que surge es: ¿el 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 corrientes de potasio de una célula de tipo A A: Se 
muestra la familia de corrientes registradas bajo condiciones control. B: Registros de corriente obtenidos en la 
misma célula en presencia de 1 mM TEA El panel e ilustra el resultado de la substracción digital realizada 
para revelar el componente sensible a TEA En el panel D se muestra el resultado de la aplicación simultánea 
de 1mM de TEA y 1mM de 4·AP y en E, el resultado de restar digitalmente los trazos en O de los trazos en B 
para mostrar únicamente al componente sensible a 4-AP. 

Claramente el TEA bloquea eficientemente un componente de corriente de 

activación lenta y sostenida, afectando menos al componente de activación rápida 

que exhibe inactivaci6n (B). El bloqueo adicional producido por la 4-AP tiene 

características opuestas del que se establece luego de la aplicación de 1 mM TEA 

(comparar los paneles e y Ej. Por un lado, las corrientes remanentes tienen una 

cinética de activación aparentemente más lenta que las registradas en presencia 

únicamente de TEA. Además, el efecto combinado es mayor sobre la fase inicial 

transitoria de la corriente y menor sobre la fase sostenida. Esto se ve claramente 
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en el panel E. Las corrientes de potasio sensibles al 4-AP obtenidas de esta 

manera, constan de un componente inactivante rápido y de una fracción 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, además 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 la eliminada por el 4-AP? Una posible candidata es la corriente de potasio del 

tipo "O" (Storm, 1987; Wu et al,1992; 1994). Esta corriente, de tipo rectificador 

sostenido, además de su alta sensibilidad al bloqueo por 4-AP (ICso= 100 11M) Y su 

relativamente alto umbral de activación (- -50 o -40 mV), es inhibida 

selectivamente por la dendrotoxina (OTX) a bajas concentraciones (ICso = 111M). 

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 párrafo anterior, sea una corriente de tipo "O". 

Como puede observarse, el componente sensible a OTX (panel Ej tiene 

caracteristicas cinéticas muy similares a la corriente que se bloquea por 4-AP 

(Figura 30 panel Ej. Esto sugiere que la concentración de 4-AP capaz de inhibir a 

las corrientes que probablemente sean producto de genes de la subfamilia Kv3, 

podria estar también bloqueando a una corriente de potasio altamente sensible a 

OTX en las células del GP. 

El efecto poco selectivo de la 4-AP en éstas células nos llevó a descartarta 

como un agente farmacológico útil para disecar las corrientes de interés de este 

estudio. 

Como se mencionó anteriormente, experimentos previos de hibridización in 

situ e inmunohistoquimica (Rudy et al, 1992; Weiser et al, 1994,1995) indicaron 

que las neuronas del GP expresan somáticamente canales de potasio codificados 

por transcritos Kv3.1 y Kv3.2. De ser asi, postulamos que la corriente I GP.TEA 
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correspondería a la fracción de la corriente de potasio nativa que fluye a través de 

canales Kv3.1 y/o Kv3.2. Suponiendo que las subunidades nativas forman única o 

mayoritariamente canales homomultiméricos, cabriá esperar que la cinética de 

activación y deaclivaci6n de las comentes transportadas por canales Kv3.1, Kv3.2 

en células CHO y la corriente I GP,TEA en las neuronas del GP, fuesen muy 

similares. 
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Figura 31. Efecto del TEA y OTX sobre las corrientes de potasio de una célula de lipo A Los paneles 
A, B Y e corresponden a la familia de trazos de corriente obtenidos en una célula del GP tipo 'A' control, en 
presencia de 1 mM de TEA y la corriente sensible a TEA obtenida por substracción digital, respectivamente. El 
panel D representa la familia de trazos de corriente obtenidos en presencia de 1 mM de TEA y 2 ~M de OTX. 
En E se muestra la corriente sensible a DTX obtenida mediante substracción digital. 
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Comparación 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 (1 

GP.TEA), en una neurona del GP tipo A (panel C). Aparentemente la velocidad de 

activación 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 C correspondientes a los escalones de voltaje que 

se indican en la parte superior de cada trazo. De esta comparación se desprende 

que los tres grupos de familias de corrientes tienen cinéticas de activación muy 

similares entre si. Una forma de caracterizar la cinética de activación, es 

determinar, la cantidad de tiempo que requieren estas corrientes para pasar del 

10% al 90% de su amplitud máxima ("Rising time" o Tiempo de ascenso). De 

acuerdo con este criterio, las corrientes son también muy similares (Kv3.1 = 25.2 ± 

0.3 ms; Kv3.2 = 28.2 ± 0.8 ms; I GP,TEA = 37.8 ± 0.9 ms a +40 mV (n = 4). 

En la figura 33 se examina con más 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 repolarizar el 

potencial de membrana de +40 mV a -40 mV extraída de la familia de trazos de 

corriente mostrados en la figura 32. Dicha cola de corriente se ajusta a una función 

que es la suma de dos exponenciales ([[xl = Ae-rl/r+Be- r2/r). El proceso de 

deactivación consta de dos componentes con constantes de tiempo rápida (t = 

1.78 ± 0.13 ms) y lenta (t = 21.8 ± 0.48 ms; n = 4), respectivamente. En B se 

mueslra la misma cola de corriente luego de exponer a la célula a 1 mM de TEA. 

En este caso, la deactivación de la corriente resistente al TEA puede ajustarse a 

una exponencial simple con una constante de tiempo de 28.8 ± 0.23 ms. En e se 

presenta el resultado de restar digitalmente el ajuste exponencial de la corriente 
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resistente al TEA (línea continua en la figura B) del 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 ajustársele 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 el TEA bloquea selectivamente al componente de corriente inicial 

de la cinética de deaclivación rápida (IGP,TEA) respetando al componente de 

deactivación mas lenta (compárense las constantes de deactivación obtenidos 

aquí con los medidos en la figura 29). 

En el panel D se grafica la constante de tiempo de deactivación de la 

corriente sensible al TEA (obtenida del ·peeling off) Vs el potencial alcanzado al 

repolarizar la membrana. La cinética de deactivación de la corriente IGP,TEA es 

fuertemente dependiente del voltaje, tendiendo un valor mínimo cercano a los 0.4 

ms para potenciales más negativos que -80 mV. 

La comparación direcla de la deactivación en las tres familias de trazos de 

corriente (Kv3.1, Kv3.2 y IGP,TEA ) se muestra en el panel E. Ahí aparecen, 

superpuestos y normalizados, los últimos 100 ms de los trazos de corriente 

obtenidos durante el escalón de voltaje a +40 mV previo a la repolarización al 

potencial de mantenimiento de -40mV. Aunque la cinética de deactivación de la 

corriente es superficialmente similar entre los tres registros representativos, un 

examen más cuidadoso muestra, como ya se había mencionado, que los canales 

Kv3.1 se desactivan más rápidamente que los Kv3.2. La cola de corriente de 

IGP.TEA registrada en las células de tipo A, aunque parecida a la de Kv3.2, posee 

una constante de tiempo de deactivación intermedia (CHO Kv3.1 = 1.71 ± 0.11 ms; 

CHO Kv3.2 = 5.41 ± 0.34 ms; IGP.TEA = 3.68 ± 0.26 ms, n = 3). 
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Figura 32. Comparación de las corrientes Kv3 clonadas con las corrientes nativas en neuronas del 
GP. En los paneles A, B Y e se encuentran las familias de corrientes producidas por el mismo protocolo de 
pulsos despotarizantes (ver metedos) en células CHO transfectadas con transcritos Kv3.1, Kv3.2 Y en células 
del globo pálido tipo A Observense las aparentes diferencias en la velocidad de deactivación en cada caso. 
En D, E, F Y G Se muestran superpuestos y normalizados los primeros 200 ms de los trazos de corriente 
tomados de los trazos de corriente de los paneles superiores y correspondientes a los escalones de voltaje 
que se indican en la parte superior de cada trazo. Los valores del tiempo necesario requerido por estas 
corrientes para pasar del 10% al 90% de su amplitud máxima se encuentran en el texto. 
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Figura 33. Análisis de la cinética de las cofas de corriente registradas en las neuronas del GP de tipo 
"A", Los paneles A, B Y e representan las colas de corriente producto de repolarizar el potencial de membrana 
de +40 mV a -40 mV. A, Control; 8, Resistente a 1 mM de TEA; e, Producto de la resta digitar del ajuste 
exponencial de la corriente resistente al TEA (linea continua en la figura B) del registro control de la figura A 
(peeling off). En D :se grafica la constante de tiempo de deactivación de la corriente sensible al TEA (obtenida 
del ·peeling off") vs el potencial alcanzado al repolarizar la membrana. La comparación directa de la 
deactivaclón en [as tres familias de trazos de corriente (Kv3.1, Kv3.2 y IGP.TEA) se muestra en el panel E. 
Aparecen, superpuestos y normalizados, los últimos 100 ms de los trazos de corriente obtenidos durante el 
escalón de voltaje a +40 mV previo a la repolarización al potencial de mantenimiento de -40mV. Para 
detalles ver texto. 

Puede concluirse entonces, que las tres corrientes que se compararon son 

muy similares entre sí son respecto al proceso de activación. En cuanto a la 

cinética de deactivación, a las tres se les pueden ajustar constantes de tiempo 

rápidas «5 ms). De ellas, Kv3.1 es un poco mas rápida de Kv3.2, en tanto que la 

corriente IGP,TEA presenta un valor intermedio. De esta conclusión se desprende 

que IGP.TEA reúne un buen número 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 más dendritas 

(figura 26), el protocolo de pulsos aplicado desde un potencial de mantenimiento 

de -40 mV produjo corrientes de potasio de tipo reclificador retardado, como las 

que se ilustran en el panel A de la figura 34. La cinética de aclivación de las 

corrientes registradas en estas células suele ser más rápida que aquella registrada 

en las células del tipo "A" o en las células CHO transfecladas con transcritos de 

Kv3.1 o Kv3.2 (Tiempo de ascenso len = 14.0 ± 1.2 ms, n=3. Compárese con las 

corrientes de tipo A). Asimismo, estas corrientes mostraron una constante de 

tiempo de deaclivación relativamente lenta (t = 25.B6 ± 1.17 ms luego de un pulso 

a + 40 mV; n = 4). Después de la aplicación de 1 mM de TEA, las corrientes 

sostenidas se inhibieron aproximadamente en un 15% como se ejemplifica en el 

panel 8 a diferencia de lo observado en las células tipo "A" donde la aplicación de 

TEA inhibio el 50% de la corriente total aproximadamente. 

La corriente resistente a TEA presentó una cinética de aclivación más lenta 

que la control (len = 22.4 ± 2.5 ms, n=3) y la constante de tiempo de la 

deactivación fue también más lenta (t = 35.3B ± 1.10 ms) luego de un pulso a + 40 

mV (n = 4). Sorprendentemente, se encontró que en la mayoria de las células de 

lipo "B", el componente de corriente sensible a TEA (IOP,TEA, panel e) obtenido por 

la substracción digital de los trazos en A y 8, estuvo compuesto 

predominantemente por una corriente que se activa y se inactiva rápidamente ("" 

10P,TEA = 1.B ± 0.4 ms; li,oc 10P.TEA' 11.1 ± 3.0 ms, como una exponencial simple a 

+60 mV. n = 3, respectivamente). Además del componente rápido transitorio, la 

corriente 10P,TEA de las células de tipo "8" incluyo también a un componente de tipo 

reclificador retardado sostenido de amplitud variable. 

En general, la magnitud del componente sostenido de la corriente 10P.TEA 

que se regislró en las células de tipo "8" fue siempre menor que el componente 

inaclivante y mucho menor que la corriente sostenida que se registra en las 
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células de tipo "A". Estas proporciones variaron significativamente de una célula a 

otra. 

Aquí cabe preguntarse: ¿es posible que la corriente inactivante sensible al 

TEA que se encontró en las neuronas del GP de tipo "B" fuese también un 

producto de la actividad de canales codificados por transcritos de las subfamilia 

Kv3? 

Una forma de responder a esta pregunta es examinando la dependencia del 

voltaje y la cinética de este componente de corriente. En el panel D se grafic6, la 

conductancia normalizada (G/Gmax) en función del voltaje para la corriente 

transitoria rápida (medida al pico de corriente). Con línea continua se encuentra el 

ajuste de los datos experimentales a la ecuación de Bollzmann. Como puede 

verse, la corriente transitoria sensible al TEA tiene un alto umbral de activación (--

20 mV) y los valores de los parámetros V,,, y k que resultan del ajuste de la 

ecuación de Bollzmann (15.47 ±O.5 mVy 14.34 ± 1.0 mV, respectivamente; n=4), 

son 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 corriente IGP,TEA registrada en las 

neuronas del GP de tipo "A" (figura 29 panel D). 

En panel E se grafic6 el valor de la constante de tiempo de la inactivación 

de esta corriente en función del potencial durante el pulso despolarizante. 

Claramente, la ¡nactivación es fuertemente dependiente del voltaje, acelerándose 

a medida que la despolarización aumenta. 
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Figura 34. Carad:erfsticas de las comentes obtenidas en fas células tipo B del GP de la rata. 
Registros tfpicos de corrientes de potasio obtenidos en una célula de tipo B. A, control; a, corriente resistente 
al TEA y c: corrientes sensibles a 1mM de TEA En todos los casos se partió de un potencial de 
mantenimiento de --40 mV, el primer pulso de aplicó a -30 mV alcanzando un nivel máximo 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 ovocitos de xenopus. En lo que respecta a la corriente resistente a 
1 mM de TEA, esta mostró las caracf:erfsticas de un rectificador sostenido con deactivaci6n lenta que 
representó aproximadamente el 85 O 90% de la corriente control inicial. La corriente sensible al TEA esta 
compuesta predominantemente por una corriente que se activa rápidamente y que presenta una marcada 
¡nactivación. D: Curva de conductacia máxima. Se muestra la CuNa de activación para IGP,TEA (n=4) medida al 
pico. El umbral de activación se ubica entre los -15 y los -10 mV. Los cuadros representan los valores 
experimentales. la linea al mejor ajuste a la función de BoIlzman. E: Se muestra la dependencia del voltaje de 
la ¡nactivación de la corriente IOP.TEA. La Ifnea 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 deactivación. La pregunta que surge entonces es: ¿La cinética de 

deactivación de la corriente inactivante rápida presente en las células de tipo S es 

rápida? 

Para estudiar esto, se recurrió a un protocolo que consistió 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 la corriente transitoria 

alcanzara el pico m"aximo de la corriente transitoria. Posteriormente se aplicaba 

un pulso de prueba hiperpolarizando la célula hasta -100 mV y regresando 

entonces a -30 mV en incrementos de 10 mV cada vez. La duración total del ciclo 

fuá de 50 ms. 

Un ejemplo de las corrientes sensibles a TEA en las células tipo 'S" 

obtenidas como en casos anteriores y mediante este protocolo se muestran en la 

figura 35. Los registros muestran claramente el curso temporal de la activación y 

parte de la inactivación de la corriente transitoria inicial. Aunque la corriente ya 

habia comenzado a inactivarse cuando terminó el pulso condicionante, aún 

permanece una fracción de suficiente amplitud para examinar la cinética de las 

colas de corriente. Nótese que las colas de corriente obtenidas en los trazos 

control, tienen un curso temporal relativamente lento (10.64 ± 1.7 ms a + 40 mV, 

n=3). Después de la aplicación de 1 mM de TEA, la amplitud de las corrientes 

registradas se reduce y la cinética de activación se enlentece. Las colas de 

corriente en estas condiciones también se enlentecen: llnoc= 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 activación y parte de la inactivación de la 

corriente transitoria inicial. Las colas de corriente resultaron ser bastante más 

rápidas (panel e, 4.39 ± 1.4 ms a + 40 mV, n=3). En la figura 36 se grafic6 la 

dependencia del voltaje de la constante de tiempo de deactivación para la 

corriente que se registra en condiciones control (cuadros) y para las corrientes 

sensibles al TEA (circulos). Como puede observarse, la deactivación 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 

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

A B e 
+50 

~+10 
-40 I§ 

¡ -100 

Figura 35. Deac:tivación de la corriente transitoria. A, control: a, comentes resistentes a 1mM de TEA 
y e, corriente sensible a 1mM TEA. En el inserto se muestra el protocolo empleado para determinar los 
parametros cinéticos de la inactivacién de la corriente transitoria. Los trazos mostrados corresponden a la 
substraccién digital de los protocolos de corriente mostrados en el inserto antes y después de la aplicación de 
1mM de TEA El potencial postpulso varió de -100 a +10mV durante 20 milisegundos en incrementos de 10 
mV muestreados a una velocidad de 200 kHz. Antes del pulSO de prueba la velocidad de muestreo fue de 2 
kHz. la lInea punteada representa el momento en el cual cambió la velocidad de muestreo. La velociodad de 
deactivaci6n de la corriente transitoria fue muy rápida: 1&0.:. a +40 mV = 4.39 ± 1.4 ms, n = 3. 

La corriente transitoria inicial que se registra en las neuronas de tipo" B" 

tiene al menos tres características comunes con las corrientes expresadas en 

sistemas heterólogos transfectados con transcritos de la subfamilia Kv3: 1) Se 

bloquea por TEA a bajas concentraciones, 2) Posee un alto umbral de activación 

y, 3) Posee colas de corriente rápidas. Basados en estos datos y en las 

propiedades cinéticas de las corrientes encontradas en estos últimos 

experimentos, es posible proponer que las células del 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 sería sorprendentemente dado que estudios previos 
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utilizando hibridación in situ revetaron nivetes muy bajos de expresión de tos 

RNA's mensajeros para tas proteínas Kv3 con características inactivantes (Kv3.3 y 

Kv3.4) en el sistema nervioso central de la rata. Por otro lado, el GP no parece ser 

uno de los núcleos que expresan estos transcritos en forma más abundante. 

los resultados de las propiedades biofísicas encontradas en este trabajo 

para las corrientes Kv3.1 y Kv3.2 expresadas en células CHO así como para sus 

posibles homólogos nativos en las células del GP se resumen en la tabla 8. 
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Figura 36. Dependoencia del voltaje de la corriente transitoria identificada en las células tipo B del 
globo pálido. Para detalles ver texto. 
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Tabla 8. 

PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS DE LAS CORRIENTES KV3 y 

IGP.TEA EN LAS NEURONAS PALlDALES TIPO A Y B. 

Activación 

Von• mV V1r2
, mV k,mV lon, ms lotr, ms llnacttvad6n, ms 

Kv3.1' -20 a -10 18.1 11.0 3.4 2.5 NO 

Kv3.2' -20 a -10 12.1 8.4 4.0 5.0 NO 

Kv3.3 2 -20 a -10 15.4 14.3 4.0 NO 11.1 

Kv3.4 2 -20 a -10 14.0 8.5 4.0 NO 19.9 

IGP.TEA 

(A) , 
-20 a -10 16.9 10.6 4.2 3.6 NO 

IGP.TEA 

(B) , 
-20 a -10 15.5 14.3 3.6 15.0 

1. Este trabajo 
2. Rudy et al, 1999. 
Todos los registros fueron realizadas 8 temperatura ambiente. VOII• voHaje mlnimo al cual la activaciOn de la 
corriente es significativa; V1

fJ., potencial de membrana al cual la condudancia es la mitad del máximo; k, 
pendiente de la curva GlGmax normalizada, Vottaje necesario para producir un Incremento de e veces en la 
conductancia; Ion, tiempo necesario para que la corriente se incremente det 10 al 90% de su valor máximo en 
comentes de tipo no ¡nactivante. En corrientes inactlvantes representa el tiempo al pico. ambos a +40 mV; ~. 
constante de tiempo de la deactivación a un voltaje de -40 mV; ~ constante de tiempo de la 
InactivaciOn a +40 mV; NO, no determ!nado. 

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

. Con el objeto de obtener más evidencias sobre la posible identidad de las 

corrientes aisladas en las células disociadas del GP de la rata, se realizó un grupo 

de experimentos utilizando AMPc y un éster de lorbal (PMA) como criterios de 

identificación específica 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 mostrado que todas las proteínas pertenecientes 

a la familia Shaker poseen al menos uno o dos sitios consenso para foslorilación 
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por protein-cinasas C (PKC, srr -X-NL) y para protein cinasa A (RPSFDAIL Y), en 

el conector citoplásmico entre los segmentos S4 y S5 una región constitutiva del 

poro de permeación (Kemp y Person, 1990; Isacoff et al, 1990; Isacoff et al, 1991; 

Jan y Jan, 1992; Durrel y Guy, 1992) y en el extremo N terminal respectivamente 

(Vega-Saenz de Miera, et al, 1994). Estas secuencias están presentes en todos 

los transcritos Kv3 reportados hasta el momento y en algunos casos, existe 

evidencia de su posible papel fisiológico: los estéres de forbol, que pueden activar 

directamente a la PKC, suprimen la actividad de los canales Kv1.3 en ovocitos de 

Xenopus y en células T-Jurkat. Efectos que son eliminados por inhibidores de la 

PKC (Attali et al, 19928
; 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 Kv3 (Moran et al" 1991; 

Moreno et al, 1995). 

En la figura 37 se muestran los resultados de la exposición a PMA (20 nM) 

y AMPc (2 mM) en las células CHO trasfectadas con canales Kv3.1 y Kv3.2. 

La exposición a AMPc y PMA produjo en las células CHO transfectadas con 

los transcritos de los canales Kv3.2 y Kv3.1 una reducción en la corriente máxima 

de 43.89 ± 4.61 % (n = 3) Y de 47.50 ± 7.65% (n = 3) respectivamente. En ningún 

caso se observó inhibición alguna de los canales Kv3.1 por la exposición al AMPc 

como tampoco se observó inhibición de los canales Kv3.2 en presencia de PMA 

(datos no mostrados). 

Los resultados de la aplicación de estas drogas en las células del GP se 

muestran en la figura 38. El AMPc produjo una reducción de 35.84 ± 6.87 % (n = 

3) de la corriente total observada en el control, mientras que en el segundo caso, 

el PMA redujo en un 16.00 ± 4.42 % la corriente máxima. La aplicación de ambas 

drogas, en las concentraciones ya mencionadas, a una misma célula redujo la 

corriente total en un 38.14 ± 9.87 % (dato no mostrado). 
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Figura 37. Efecto del AMPc y del PMA en las células CHO transfectadas con los trascritos Kv3.2 y 
Kv3.1. A Y D: Control, Kv3.1 y Kv3.2 respectivamente, 8 y E: Corrientes resistentes a AMPc (2 mM) y a 
PMA(20 nM) respectivamente. e y F: Comentes sensibles. Para detalles ver texto. 
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Figura 38. Efecto del AMPc y del PMA en las células del globo pálido de la rata. A y D: Control, By 
B: Corrientes resistentes a AMPc (2 mM) y E: hacia PMA(20 nM) respectivamente. e y F: Corrientes 
sensibles. Para detalles ver texto. 
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EXPERIMENTOS DE INHIBICiÓN DE CORRIENTES KV3 POR 

EXPRESiÓN DE TRANSCRITOS DOMINANTES NEGATIVOS. 

Un segundo acercamiento para intentar la identificaci6n específica de las 

corrientes aisladas en las células disociadas del GP se realiz6 mediante la 

transfecci6n de un constructo dominante negativo unido a la proteína fluorescente 

verde (GFP, Moreno et al, 1995). La idea principal de esta série de experimentos 

radicó en inducir la sobre-expresíón de una subunidad Kv3 truncada en la regi6n 

H5 (figura 39). Los canales resultantes en su forma homomultimérica, serían 

incapaces de conducir corriente alguna. Debido a la capacidad de esta subfamilia 

para formar canales heteromultiméricos y con base en las observaciones de 

McKinnon y colaboradores (revisadas en Pongs, 1995), en las que una sola 

subunidad basta para modificar las características biofísicas de la proteína 

funcional tetramérica, se esperaba que la sobreexpresión de este dominante 

negativo compitiera con las subunidades normales en la formación de los canales 

iónicos normales y poco a poco fuera capaz de ir formando proteínas 

"defectuosas' incapaces de conducir corriente, eliminando así cualquier 

componente de corriente Kv3 en las células del GP de la rata en cultivo. 

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

constructo del dominante negativo mas la proteína 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 corriente 

resistente a 1 mM de TEA y en C la corriente sensible a TEA obtenida mediante 

substracción 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 la gráfica inferior (panel 

D) se muestra en barras con error estándar, la densidad de la corriente sensible a 

1 mM de TEA contra las horas postransfecci6n. Los resultados se discuten más 

adelante. 
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COOH 

Figura 39. Constructo dominante negativo. En la parte superior se muestra un esquema del constructo 
dominante negativo empleado en algunas trasnfecciónes realizadas en neuronas del GP de la rata. En todos 
Jos casos en donde ésta subunidad fue incorporada a la estructura tetramérica de un canal de potasio, el 
resultante fue incapaz de conducir corriente alguna. 

Figura 40. Microfotograflas de las ceiulas del GP mantenidas en cultivo durante 36 y transfectadas con un 
constructo dominante negativo y GPF. En la columna A se muestran fas mismas células fluorescentes que en 
B pero bajo microscopia de campo claro. Las células fluorescentes incorporaron eficientemente el constructo 
y supuestamente expresaron ras subunidades truncadas. La barra de calibración equivale a 20 micrómetros. 
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Figura 41. Inhibición por un constructo dominnale negativo de las corrientes Kv3 existentes en las 
células del globo pálido de la rata 36 horas post-trasnfección. A: Control, S: Corriente resistente a 1 mM de 
TEA, C: Corriente sensible a TEA obtenida por substracción digital de A menos B. En el panel D se muestra 
graficado con barras de error eslandar la densidad de corriente contra las horas posHransfección. 

Reacción en Cadena con Polimerasa y reverso 

transcriptasa en Célula Unica. 

Debido a la falta de anticuerpos específicos contra las proteínas Kv3.3 y 

Kv3.4, empleamos RT-PCR para identificar yen su caso confirmar la presencia de 

estos transcritos además de los generados por los genes Kv3.1 y Kv3.2 en los dos 

principales tipos celulares del globo pálido de la rata descritos en este trabajo. 
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En la figura 42 se muestran los resultados de esta serie de experimentos. 

Los estudios revelan que los transcritos Kv3.2 son los más abundantes, 

encontrándoseles en la mayoría de las células tipo A (81 %) Y en algunas células 

tipo B (64%). El transcrito Kv3.1 se encuentra princípalmente en las células tipo A 

(85%) al igual que el transcrito Kv3.3. En lo que respecta al transcrito Kv3.4, este 

se encuentra únícamente en las células tipo B. En ningún 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 envió a 

secuencíar al Servicío de Biología Molecular de NYUMC, quien confirmo la 

especificídad de la reacción (datos no mostrados). 

Los resultados de esta serie de experimentos se resumen en la tabla g 

donde la exístencía relativa de los transcritos Kv3 se indica mediante asteriscos. 

Tabla 9 

Reacción en Cadena con Polimerasa en Células Unicas de Globo 

Pálido 

TIPOS CELULARES Kv3.1 Kv3.2 Kv3.3 

Bípolares ••• ••• • •• 

Triangulares ••• ••• • •• 

TipoB • • 

**** Presente en el 100 % de la población celulartotal examinada. 

*** Presente entre el 65% y el 85% de la pobfación celular total examinada . 

•• Presente en el 50% de la población celular lotal examinada . 

.. Presente en menos del 25% de la población celular total examinada. 

Kv3.4 

•••• 
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Figura 45. Reverso Transcriptasa y Reacción en Cadena mediada por Polimerasa en células únicas 
del GP de la rata. Los productos amplificados al utilizar el cONA 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 molecular (qVC174 cortado con Has 111, lo que nos da un rango 
de bandas desde 72 hasta 1.353 pares de bases, Promega Ca. Madison, WI). Cada producto tiene un peso 
molecular particular lo que facilita su identificación cuando son analizados mediante electroforesis en gel 
(Kv3.1 = 440, Kv3.2 = 447, Kv3.3 = 209 Y Kv3.4 = 459). En los paneles B-E se encuentran las bandas 
amplificadas en varias células tipo A y tipo 8 para cada uno de los diferentes transcritos. En la parte superior 
de cada fotografla se indica el transcrito particular (8: Kv3.1, C: Kv3.2, O: Kv3.3 y E: Kv3.4), la barra blanca 
marcada arriba de los pozos corresponde al total de células de cada tipo empleadas en los experimentos 
mostrados. Cada carril corresponde a una sola célula. 
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DISCUSION. 

Los transcritos de los genes Kv3 son un buen punto para empezar a 

investigar la relación entre los multiples canales que han sido clonados hasta el 

momento y los canales nativos, entre otras cosas por sus particulares 

características electrofisiológicas, farmacológicas y porque la evolución de los 

genes Kv3 parece haber sido distinta a la evolución de otros miembros de la 

superfamilia de canales de potasio dependientes de voltaje descritos hasta el 

momento. 

En general, los productos Kv mamíferos son mas similares hacia alguno de 

los cuatros genes similares a Kv en Drosophila que entre los productos de las 

diferentes subfamilias en los mamíferos. Lo anterior indica que el gen precursor de 

cada subfamilia existía ya previamente a la divergencia entre cordados y 

artropodos. Así, las proteínas Kv3 son más similares a los productos del gen 

Drosophila Shaw que a ningúna otra proteína de la misma subfamilia en la mosca 

o en los mamíferos. Más aún, el porcentaje de identidad entre los aminoácidos 

entre las proteínas Shaw y las Kv3 de los mamíferos (49·56%) es 

significantemente menor que la observada entre los distintos homologas de la 

mosca y los mamíferos (70·80%). Significativamente, mientras que las proteínas 

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 proteínas Kv3 del mamífero difieren considerablemente 

de los canales Shaw. 

Cualesquiera que hayan sido los mecanismos que expliquen la evolución 

de esta subfamilia de canales de potasio dependientes de voltaje, los canales Kv3 

parecen ser de reciente adquisición y específicos en la linea de origen de los 

mamíferos, lo que sugiere que pueden estar siendo usados en propiedades 

neuronales específicas a dichos organismos. 
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Corrientes Kv3.1b y Kv3.2a Expresadas en un Sistéma de 

Expresión Heterologa de Mamifero (Células CHO). 

Los cDNA's de los transcritos 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 

proteínas (Vega Saenz de Miera et al. 1994; tabla 5). Hasta el momento de 

terminar este trabajo. no habia sido posible la expresión de los transcritos Kv3.3 y 

Kv3.4 de manera asilada en ningún sistema de expresión heterólogo. 

Los estudios con células de mamífero tienen muchas ventajas sobre el 

sistema de expresión que utiliza ovocitos de Xenopus. Quiza la más importante es 

la posibilidad de compara~as con aquellas que se registran utilizando tos mismos 

metodos en células nativas. Asimismo. es mas probable que la proteína sea 

procesada de igual manera en una célula de mamífero que en un ovocito. 

Las cétulas CHO sin trasfectar practicémente carecen de cualquier tipo de 

corrientes salientes de potasio detectables con los métodos empleados en este 

trabajo. La pequeñas 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 menores en las condiciones de registro (Murakoshi et al, 

1997). Cabe resaltar que en nuestros experimentos, la contaminación por otras 

corrientes de potasio de bajo umbral de activación o activadas por calcio es 

despreciable, dado que las células carecen de cualquier otro tipo de conductancia 

endogena y debido también a las diversas maniobras empleadas para eliminarlas 

(vease métodos). 

Las corrientes de interés en este trabajo poseen varias características en 

común que las diferencian de otros rectificadores sostenidos activados por voltaje 
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descritos con anterioridad, atgunas de las cuales se reportan por primera vez en 

este trabajo (Rudy et al, 1988 a.b; Grissmer et al,1994; Coetzee et al, 1999): 

1) Un rango de voltaje de activación mas positivo que ningún otro canal 

de potasio activado por voltaje conocido. Los canales de potasio con el umbral 

mas cercano (Kv2.1-2.2) muestran una activación 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 resultado, los puntos medios de la 

relación entre corriente y' voltaje no son diferentes de otros canales de potasio 

(Coetzee et al, 1999). 

2) El tiempo de ascenso de las corrientes Kv3.1 y Kv3.2 es 

relativamente rápida. Mas rápida que cualquier otro canal activado por el voltaje. 

De entre la familia Kv3, los canales Kv3.4 son los rápidos. 

3) En contraste con otros rectificadores sostenidos, las corrientes Kv3.1 

y Kv3.2 no se inactivan significativamente durante los pulsos de despolarización y 

no exhiben inactivación acumulada (Coetzee et al, 1999). 

4) Estos canales poseen una inusual y muy alta velocidad de 

deactivacion posterior a la repolarización. Esta propiedad fué descrita por primera 

vez para las corrientes Kv3.1 expresadas en células NIH-3T3 y en L929 por 

Grissmer y colaboradores en 1994. Ellos encontraron que las corrientes Kv3.1 se 

decativan aproximadamente 10 veces más rápido que ningún 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 

inactivación 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 más rápido que las Kv3.1. 
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5) La conductancia unitaria de los canales Kv3 es la mas alta que para 

ningún otro canal de potasio (Coetzee et al, 1999). 

Cabe mencionar que la deac!ivación rápida es un prerequisito en aquellos 

canales involucrados en la generación de un patrón celular de disparo en altas 

frecuencias (Hille 1992; Johnston y Miou-Siu, 1995; Robertson 1997). 

Farmacológicamente, hasta el 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 heterólogos probados, todas las 

proteínas Kv3 son extremadamente sensibles a TEA a a 4-AP. Esta sensibilidad 

puede ser explotada para discriminar entre diferentes corrientes de potasio. Las 

corrientes Kv3 pueden ser bloqueadas en un 80% por TEA 1 mM. Esta 

concentración 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 los 

canales Kv1.1 y a los KCNQ2 (Coetzee et al, 1999). 

Los canales Kv3 también son muy sensibles hacia eI4-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 proteína 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 concentración de TEA empleada en este trabajo 

para aislar mediante substracción digital punto a punto aquellas conductancias con 

un alto umbral de activación, reveló la presencia de un componente de potasio del 
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tipo rectificador sostenido similar a las corrientes producidas por las proteinas 

Kv3.1 y Kv3.2 en diversos sistemas de expresión heteróloga (células HEK, 

linfocitos T, ovocitos de Xenopus y células CHO; Grissmer et al, 1994; Vega 

Saenz de Miera et al, 1994). 

Se confirmó mediante RT-PCR en células únicas la existencia en estas 

celulas de los transcritos Kv3.1 y Kv3.2 y si bien la comparación de los parámetros 

de activación no mostró ninguna diferencia entre las corrientes Kv3.1, Kv3.2 en 

células CHO y aquella aislada en las neuronas del GP de la rata (IGP,TEA), la 

constante de deaclivación en esta última mostró tener un valor intermedio entre 

las dos primeras. 

Con el objetivo de contar con elementos adicionales de identificación, las 

neuronas tipo A fueron expuestas a AMPc (2 mM) y PMA (20 nM) ya que como se 

indicó anteriormente, los canales Kv3.2 y Kv3.1 responden selectivamente hacia 

estos agentes en virtud de la presencia de secuencias consenso para proteín 

cinasa A y C respectivamente. Sin embargo, a pesar de que las celulas CHO 

transfectadas respondieron positivamente y de manera selectiva hacia dichas 

substancias reduciendo la corriente expresada en aproximadamente 50% del total, 

en las células del GP no pudieron obtenerse resultados concluyentes, ya que el 

grado de inhibición fue modesto y el porcentaje de la corriente modulada mostró 

en ambos casos, una constante de deactivación de valor intermedio. 

Los resultados obtenidos en conjunto con el equipo del Dr. Bernardo Rudy 

(ver articulo en el anexo) mediante estudios inmunocitoquímicos y de ce­

inmunoprecipitación utilizando anticuerpos contra los canales Kv3.1, Kv3.2 y 

contra parvoalbumina (PV), permiten sugerir que al menos en este tipo neuronal, 

las tres proteínas coexisten. Y ya que los transcritos Kv3.1 y Kv3.2 coprecipitan, 

es probable que existan como complejos heteromultiméricos. 
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Al respecto, existen numerosos datos sobre las propiedades biofísicas que 

podrían esperarse como resultado de la formación 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 características de este tipo 

de proteínas formadas entre miembros de una misma subfamilia con propiedades 

tan similares entre si, resulta dificil predecir si la corríente esperada poseería 

propiedades intermedias o totalmente novedosas. A pesar de lo anteríor, la 

aparente conservación 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 ~, 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 aquí. 

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 activación, sensible a bajas 

concentraciones de TEA en una subpoblación pequeña de las células disociadas 

del GP de la rata, clasificadas aquí como 'células tipo B" (ver figura 26). En estas 

celulas, las corrientes aisladas fueron muy similares a aquellas expresadas por las 

proteínas Kv3.4 en ovocitos de Xenopus (Rudy et al, 1988'; Rudy 1991a, b c; 

Rudy et al, 1992; Vega-Saenz de Miera et al, 1992, 1994). Estos resultados 

sobresalen en virtud de los estudios prevías realizados por Weiser en 1994 

(Weiser et al, 1994) donde reportó la presencia de los transcritos Kv3.4 en las 

células del globo pálido como "muy baja" o apenas "por encima de los niveles de 

la señal inespecifica". En este estudio, Weiser y colaboradores establecieron que 

la aparente baja expresión de estos transcritos debería ser interpretado con 

precaución ya que aún con bajos niveles de expresión, los transcritos Kv3.4 
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coexpresados con otros transcritos Kv3 pueden ser importantes fisiológicamente, 

debido principalmente a que las subunidades 3.4 pueden formar complejos 

heterólogos con otros canales, lo que resultaría en una significativa amplificación 

de la corriente transitoria o la aparición de corrientes con características cinéticas 

nuevas (Rudy et al, 1991 '. '). Los resultados presentados aquí parecen confirmar 

esa aseveración. 

Los resultados de la amplificación del mRNA de las subunidades Kv3.4 por 

RT-PRC utilizando sondas especificas, confirmó su presencia exclusivamente en 

las células tipo B. (ver figura 46). 

De acuerdo con los resultados reportados por primera vez aqui, aunque la 

corriente Kv3.4 contribuye relativamente poco proporcionalmente en la magnitud 

de lá corriente total, ésta sí produce un efecto importante sobre la cinética de 

activación 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 

substraído el componente inactivante de alto umbral de activación sensible al TEA 

(ver figura 36). Lo anterior permite proponer nuevas hipótesis sobre el papel de las 

corrientes transitorias del tipo observado en las células de tipo 8 del globo pálido: 

Estas corrientes aceleran el tiempo al pico de las corrientes repolarizantes sin 

incrementar significativamente los niveles de la corriente total en el estado 

estacionario. 

Por otro lado, aunque en los experimentos de RT -PCR se confirmó 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 las células del GP 

de la rata. 

Se proponen al menos tres posibles explicaciones para lo anterior: 

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

extremadamente bajos lo que ocasionaria que las corrientes producidas 
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por estas proteínas queden encubiertas por otras de mayor tamaño. 

Debido a que las propiedades cinéticas son muy similares entre los 

miembros de esta subfamilia de canales de potasio y a que la velocidad 

de inactivación presente en esta conductancia es relativamente lenta, su 

aislamiento es difícil. 

2) Estas proteínas pueden estar siendo moduladas de diversas maneras 

en las células nativas (formación de proteínas heteromultimericas, 

fosforilación, regulación por expresión de otros canales, subunidades 

reguladoras, etc.) lo que podría modificar características tales como su 

sensibilidad a TEA, umbral de activación, cinética de inactivación etc. 

3) Hasta el momento solo ha sido posible expresar estas proteínas en 

ovocitos de Xenopus, por lo que se desconoce la cinética de estos 

canales expresados en diferentes sistemas heterólogos particularmente 

del mamífero. 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, 

comunicación personal). 

Experimentos de Supresión de Componentes Especificos de 

Corriente por la Expresión de Transcritos Dominantes Negativos. 

Esta estrategia se intentó con el objeto de inhibir in vivo específicamente a 

los canales de potasio de la subfamilia Kv3. 

Desafortunadamente, aunque se consiguió transfectar con bastante éxito 

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

arrojaron 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) Quizá el tiempo de vida media del canal una vez insertado en la 

membrana sobrepaso el periódo durante el cual se condujeron los registros 

electrofisiológicos, de esta forma no se alcanzó el recambio necesario entre 

subunidades normales y truncadas para producir un efecto apreciable. 

2) Se desconocen las condiciones mínimas para mantener en cultivo a 

las células del GP, de hecho, éste es el primer reporte del que se tenga idea 

donde se logra mantenerlas in vitro por algunos días. Hay que considerar que la 

ausencia o presencia de algunos faclores tróficos pueden estar favoreciendo la 

aparición o la desaparición de algunas características particulares. De hecho, 

existen evidencias tanto de la regulación de la expresión como de la actividad de 

diversos canales ionicos por faclores tróficos (Berger y Takahashi, 1990; Elliot et 

al, 199B; Gua et al, 199B). Por otro lado, es posible que la interacción con algún 

otro tipo celular regule el fenotipo en las células del GP, por lo que habría que 

considerar la posibilidad de cocultivos para este tipo de estudios en neuronas 

nativas del SNC. 

Corrientes resistentes a TEA en las celulas del globo palido 

de la rata, 

Resulta interesante tratar de explicar la identidad del componente de 

corriente saliente que permanece después de la aplicación de 1 mM de TEA en las 

células del globo pálido de la rata. 

La concentración de TEA utilizada en estos experimentos produce una 

inhibición significativa en muy pocos de los canales de potasio conocidos, 

incluidos los canales Maxi-K activados por calcio pertenecientes a la familia Slo 

(1<., 80-330 ~M) Y los Kv1.1 (Kd-0.5mM; (Coetzee et al, 1999), por lo que se 

esperaria que de existir alguna conduclancia de este tipo, permaneciera en la 

fracción de la corriente total insensible a la droga. Por 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 activación de las corrientes 
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dependientes de calcio fué suprimida completamente adicionando en la solución 

extracelular cadmio (200 11M), e intracelularmente, por el empleo de BAPTA (10 

mM). 

En lo que corresponde a las proteínas Kv1.1, aunque son expresadas de 

manera exclusiva en el soma de las células del pálido ventral (Wang et al, 1994), 

estas conductancias son bloqueadas efectivamente por Dendrotoxina (1<..-10-20 

nM, (Coetzee et al, 1999) que en las células palidales, en ooncentraciones 

superiores a 1¡.¡.M, bloquea a un componente inactivante muy pequeño (-10-15% 

del total de la corriente saliente) que recuerda mas bien al oomponente 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 que 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 características cinéticas, farmacológicas y en 

estudios realizados mediante amplificación del mRNA utilizando RT-PCR, 

proponen que este componente de umbral de activación relativamente alto y lenta 

deactivación, es producido por canales pertenecientes a la subfamilia de canales 

Kv2 o Shab. 

Significado Fislologlco de las corrientes llevadas por 

canales de la subfamilia Kv3 en las neuronas del GP. 

Las propiedades electrofisiólogicas inusuales de los canales Kv3, en 

particular su voltaje-dependencia y su velocidad de deactivación, hacen que 

poseean efectos únicos sobre la excitabilidad neuronal. 

En tanto que los canales Kv3 estan abiertos significativamente solo 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 acción, y 
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cuando estan presentes en cantidades suficientes, pueden influenciar su velocidad 

de repolarización y por lo tanto, regular su duración. Por otro lado, este tipo de 

canales de potasio, de alto umbral de activación pueden modular las propiedades 

de disparo de las neuronas en virtud de que no estan abiertos sino hasta que la 

espiga ha sido generada. Lo anterior hace que inlfuyan menos sobre el umbral de 

activación. 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 deactivación rápida de los canales Kv3.1 y Kv3.2 puede ser la clave de 

su significado funcional ya que puede estar reduciendo significativamente la 

duración del postpotencial hiperpolarizante, contribuyendo así a la reducción del 

periódo refractario absoluto facilitando el disparo en ráfagas. De hecho el 

tratamiento farmacológico que suprime las corrientes 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 acción a velocidades altas por ejemplo, las interneuronas de 

disparo rápido 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 localización predominantemente somato-axonal de las proteínas 

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 

expresión en las dendritas sugiere que estos canales prácticamente no participan 

en la integración local de las señales postsinapticas en las sinapsis axo­

dendríticas. 

Las propiedades electrofisiológicas de esta subfamilia de canales de 

potasio la hacen en principio, fácilmente identificable y ya que una de las más 

activas y atractivas areas de investigación con los canales de potasio involucra la 

localización anatómica y la descripción de su papel fisiológico específico, la 
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pregunta que salta a la vista es ¿porque no han sido descritos otros componentes 

similares en las distintas células nativas que expresan los transcritos Kv3?, ¿Cual 

es su papel en el funcionamiento de las células del gp de la rata? 

Un problema en la descripción de estas corrientes es el hecho de se 

sobrelapan con otras corrientes de potasio existentes en las células En el caso 

específico de las neuronas palidales, las corrientes Kv3 permanecen ocultas 

principalmente bajo el componente rectificador retardado (lK) aislado con 10 mM 

de TEA por Stefani y colaboradores (Stefani 1992; Stefani 1995), Por otro lado, las 

características biofísicas tan similares entre los distintos transcritos dificultan su 

identificación eledrofisiol6gica haciendo necesario el empleo de otras técnicas de 

identificación más específicas y sensibles, como las que se basan en técnicas de 

biologia molecular. 

Con la idea de plantear posibles hipótesis sobre la participación de las 

conductancias codificadas en la subfamilia génica Kv3, nos pareció importante 

tratar de correlacionar las conductancias identificadas en este trabajo, con los 

t.ipos celulares básicos identificados en diversas especies de primates y roedores 

mediante inmunocitoquímica y diversas técnicas de impregnación metálica (Fox et 

al, 1966; Fox et al, 1974; Iwahori y Mizuno, 1981; Difiglia et al, 1982), 

Los hallazgos inmunocitoquímicos utilizando a la Descarboxilasa del Acido 

Glutámico (GAD, una enzima crítica en la vía metabólica del Acido Gama Amino­

Sutírico, GASA) como indicador, han permitido concluir que el principal 

neurotransmisor en el GP de los mamíferos es el GASA (Grofova, 1975; DeVito et 

al, 1980; DeVito et al, 1982; Kita y Kitai, 1991; Hortanilla et al, 1994; Kita, 1994 a,b; 

Rajakumar et al, 1994 " b; Parent y Hazrati, 1995a, b; Riedel et al, 1998), En el 

roedor, este neurotransmisor ha sido principalmente detectado en las células 

bipolares y triangulares de tamaño mediano a grande inmunocitoquimícamente 

negativas hacia calbindina (Hortanilla et al, 1994; Kita 1994" b; Rajakumar et al, 

1994" b; Riedel et al, 1998), En tanto, la región peripalidal es rica en células GAD 

negativas pero Colina Acetil-Transferasa (enzima límite durante la síntesis de la 

Acetilcolinesterasa -AChE-) positivas (CHAT+, Graybiel y Ragsdale, 1979; 
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Armstrong et al, 1983; Garcia-Rill, 1986"'), Esta población CHAT+ es también 

Calbindina positiva (CAL +; Rajakumar, 1997), 

En la rata, aproximadamente 2/3 (67%) del total de las células en el GP son 

inmunocitoquímicamente positivas hacia parvoalbúmina (PV), morfológicamente, 

esta población es heterogénea, siendo posible encontrar células tanto bipolares 

como triangulares PV+ distribuídas por todo el GP, De acuerdo con los estudios de 

inmunolocalización realizados en cotaboración con el equipo del Dr, Bemardo 

Rudy, las proteinas Kv3,1 y Kv3,2 están presentes en la células de proyección 

GABAergicas, PV+ (ver anexo 1 figura 2) que corresponden con la morfología de 

la mayoría de las células disociadas e identificadas como de tipo "A", Las celulas 

que mostraron la corriente de tipo Kv3.4 corresponden con aquellas GABA-, 

CHAT +, CAL +, Los estudios de RT -PCR confirman lo anterior, 

Si bien, no hay muchos estudios sobre las propiedades electrofisiológicas 

de las neuronas palidales, la mayoria esta de acuerdo en la existencia 

básicamente de tres tipos de neuronas desde el punto de vista de sus propiedades 

electrofisiológicas intrinsecas: 

1) Neuronas tipo 1: (59% del total registrado) con un soma promedio de 

40 X 23 ¡lm son silentes en el potencial de membrana (-65 ± 10 mV), 

generan ráfagas de espigas con fuerte acomodación, 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 11: (37% del total registrado) estas células poseen un soma de 

29 X 17 ¡lm. Disparan espontáneamente en el potencial de reposo (-59 ± 9 

mV), Presentan también disparos repetitivos «200Hz) con débil 

acomodación, En estas células ha sido identificada una corriente de calcio 

de bajo umbral. Presenta potenciales postsinapticos inhibitorios, 

3) Tipo 111: este grupo (4% del total registrado), no presento disparos 

espontáneos en el potencial de reposo (-73 ± 5 mV), sin embargo, una vez 
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despolarizadas, presentan potenciales de acción de larga duración (2.3 ± 

0.6 mV) sin acomodación. Poseen una corriente de tipo A transitoria. El 

Soma midió en promedio 18 X 12 Ilm lo que indica que probablemente sean 

intemeuronas. 

Cuando se comparan las propiedades de las células descrilas en el mono 

con las de la rata, se encuentran similitudes entre los grupos I y AFP Y entre los 

grupos 11 y BFD-R (DeLong, 1971, 1972; Nambu y Llinás, 1997), las diferencias 

electrofisiológicas pueden deberse mas a diferencias entre sus sus conexiones 

sinápticas que entre sus propiedades electrofisiológicas. 

El tipo celular I esta caracterizado por poseer cuerpos celulares grandes (-

40 X 19 Ilm) con dendritas delgadas y ramificadas poco frecuentemente. 

Anatomicámente, se sabe que las células colinérgicas que proyectan hacia la 

corteza cerebral están distribuidas alrededor de algunas áreas del cerebro anterior 

incluyendo al globo pálido (Das y Kreulzberg, 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: está regulada por corrientes de calcio de bajo umbral (Khateb 

et al, 1992; Alonso et al, 1996). 

Estas observaciones hacen de las células tipo I buenas candidatas para ser 

las células colinérgicas del globo pálido. Sin embargo, la actividad de las células 

colinérgicas en vivo ha sido caracterizado como básicamente regular con 

frecuencias de 30 Hz mas bajo que el de las células del GP descritas hasta el 

momento (DeLong, 1972). Por lo que son necesarios mas estudios para verificar 

estas observaciones. 

En lo que respecta al tipo 11, este corresponde morfologicámente con el tipo 

celular piramidal y bipolar reportado en primates y roedores (Fox et al, 1974; 

DiFiglia et al, 1982; Francois et al, 1984; Yelnik et al, 1984; Denner y Pfister, 1981; 

Iwahori y Mizuno, 1981; Park et al, 1982; Millhouse, 1986; Kita y Kitai, 1994; Kita, 

1994) sugirió que algunas de la neuronas en este grupo son PV positivas. Dicha 

observación puede corresponder con el hecho de la existencia de conductancias 
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de calcio en este tipo celular. La parvoalbúminia puede jugar un papel en la 

translocación y el amortiguamiento de iones calcio que fluyen hacia en interior 

celular (Heizmann et al, 1984). 

El tipo 111 por su parte, puede corresponder con las células de la frontera o 

limítrofes reportadas en los monos despiertos (DeLong, 1971, 1972), basados en 

la similaridad de su disparo, estas células están localizadas a lo largo del borde de 

los dos segmentos palidades. Debido a su tamaño se piensa que corresponden 

con las células pequeiías reportadas previamente como intemeuronas. El axón 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 articulo donde reportan que las corrientes 

rectificantes sostenidas que se encuentran en las células del globo pálido pueden 

ser atribuibles a canales de tipo Kv3.1/3.2 y Kv2.1 (Baranauskas et al, 1999). 

Basicámente, empleando las mismas estrategias experimentales que las 

empleadas en este trabajo, aislan una corriente de bajo umbral de activación que 

posee una extraordinariamente rápida deaclivación insensible a DTX y a 

Margatoxina (MgTX). La amplificación del mRNA por RT -PCR semicuantitativo 

confirmó la 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 la población celular con la 

que trabajaron era CHAT -, GAD+, PV+ , fenotipo que corresponde con las células 

que nosotros identificamos como de tipo • A". Electrofisiológicamente, sus 

resultados confirman los nuestros, las 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 expresión heteróloga tienen 

caracteristicas biofisicas y farmacológicas similares a las observadas en los 

ovocitos de Xenopus transfectados con dichos transcritos. Sin embargo, en 

conlraste con lo reportado previamente, se encontraron diferencias en las 

velocidades de deactivación entre ambas proteínas: los transcritos Kv3.1 se 

deactivan más rápido que los Kv3.2. 

2) Las células obtenidas mediante la disociación enzimatica del globo 

pálido pueden ser agrupadas de acuerdo a sus características morfológicas en 

bipolares y triangulares de tamaño medio (células de tipo 'A"), celulas multipolares 

grandes (células de tipo "B") y un tercer grupo de células pequeñas que pudieran 

ser intemeuronas (este grupo no fué considerado en este trabajo). Dichos tipos 

celulares corresponden con aquellos descritos previamente por múltiples 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 farmacológicamente, asi 

como mediante técnicas de biología molecular (RT ·PCR en célula única). 

4) Los resultados obtenidos mediante la inmunocitoquimica y la 

inmunoprecipitación, asi como mediante registros electrofisiológicos 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 inmunocitoquímicos y electrofisiológicos junto con 

los realizados aquí, permiten sugerir que las células identificadas previamente 

como CHAT -, GAD+, PV+ y CAL-, corresponden a las células denominadas por 

nosotros como tipo "A", en tanto que aquellas CHAT+, GAD-, PV- y CAL+, 

corresponden a las tipo "B". 
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Kv3.I-Kv3.2 Channels Underlie a High-Voltage-Activating 
Component of the Delayed Rectifier K+ Current in Projecting 
Neurons From the Globus Pallidus 

R. HERNÁNDEZ-PINEDA,Ll A. CHOW,I Y. AMARILLO,- H. MORENO,- M. SAGANICH,' 
E. VEGA-SAENZ DE M lERA, I A. HERNÁNDEZ,·CRuz,l ANO D. RUDyl 
ID~pa'tment nf Physiology and Neuf"O.{cience and Departmenl of Biochemislry, New York Univt!rsity Schoo! o/ Medicine. 
N~ York City, New York 10016; and llnstitulO de Fisiofogfa Celular, Univusidad Nacional Autónoma de México, 
Muico City 045/0. Muico 

Hemández·Pineda, R .. A. Cbow. Y. Anuuillo, H. Moreno, M. 
S.pDkb. E. Vep-Saenz de Miera, A. Hemández..cruz., sud 8. 
Rad,. Kv3.I-Kv3.2 channels uadalie a high.voluge-ectivltiog cam­
ponCO! of!be delayed rectifier K" currenl in projectiog DeumDS (rom 
the globus paUidus. J. Neurophy.fioL 82: 1512-1528. 1999. The glo­
bus pallidus plays central roles in lhc: basal &lloglla circuitry involved 
iD movemenl control as wcll as in cognitivc and anotiolllll fuDCtions. 
Thefe is thelefore greal ¡nlerest io \he analOrrue and elecuophysio­
losieal eharactcrization of this nueleus. MO${ pallidal neutOos are 
GABAergic projecting eelh. a large fractioo of which exprtSli \he 
ealcium binding protein parvalbumiD (PV). "ere we lhow that PV_ 
containiDg paUidal neurons elltll:pJeSS Kv).l _00 Kv3.2 K" ehannel 
proteios and lIlat both KV).l and Kv).2 anlibodies eoprccipitate botb 
ehallnel proteins from pallidal membrane extraets solubili;¡:ed with 
noodenaruring detergents, JugseslÍnS mal \he two ehannel subunill 
are formiog heteromerie channels. Kv3.1 lOO Kv3.2 channels have 
several unusual electroph)'lOiological properties when elp~ in 
heterologous upressioo systems and are lhou¡;ht 10 play special roles 
in neuronal elcitability includins facilitating SUMaioed high-fre­
queney firing in fast-spik.ing nc:uJ1J1l5 l>Ueh as inlerneuroos in !he 
rortell: aOO \he hippocampus. Eltctrophysiologic:al aoalysis af f~ly 
dissocialed paUidal neumns dcmonstrates thal !hese cclls ha~ a 
curreol lhal is ntarly ideolicalto lhe CUrreol! ell:pressed by KV).I aOO 
Kv3.2 proteios io heterologous ell:pression Syslllms, ioeluding activa­
tion al very depolarized membrane potentials.(morll positive!han -10 
mV) and ver)' fast deaclivalion nlles. 1b:se results Su"e'l mal lhe 
e\eclmphysiologieal propertillS of nalive channeb conlainíog Kv).1 
aOO Kv).2 proleins in pallidalneumns are nol signitielntly affllC1cd by 
(acloB 5tlch as associated subunits oc postranslatiOtlal moditications 
mat resull in cnannds having different rrof'Crties in helerologou5 
npression sySlllms and n.ative neucoos. Mast nllucons in thc: glnbu5 
pallidus have bren rcported 10 tire sustained truios of aClloo polllotials 
al high-frcqueney. KV).I-Kv).2 voltage-gatlld K" channels may play 
a role io hclping fTUlintain sustained h.igh-frequency rcpeti¡ivc finng ¡u 

they probably do in o!her oeuroos. 

INTRODUCTIOl' 

A large numbcr of subunits of marnmalian K· chaoncls 
ell:presscd in the CNS have becn identificd after the cloniog of 
the Shaker gene in Dmsophila in 1987 (rcviewed in Chandy 
and Guunan 1995: Coclzec CI al. 1999; Jan and Jan 1997; 

The CO~I' of pul>lication ofmi, aniclll ""ere dcfraycd in part "y 1"" ,,"ymcnl 
ofpa¡:e ch:u-gc,. Thc anide mUII Ibcrdore be: Ilcrcby m~rl<e" '·""'·('rli.,~m~,,,·· 
in acrordlLlX"c "";Ih 111 t:.s.c. 5cClion 17J4 soIdy 10 indicalC Ibi. tul. 

Pongs 1992; RudYel al. 1991a). This wOfk has revealed the 
exiSlellCe of an e.un.ordinary diversity of molecular compo­
r!elltS of voltage-galed K" channels. prcdiCting a functional 
diversity well beyond that expc:cted from prior Cuoctional stud­
ies (Rudy 1988). The c10ning studies have allowed enormous 
progress in the understanding of the molecuJnr mechanisms of 
channel function. including the recent crystallization and high 
rcsolution structuml analysis oC a K"+- channcl (Dayle et al. 
1998)_ Less progress has been obtained in undc:rstanding thc: 
physiological significance of the molecular diversity. A major 
task. of future research is to identify physiological roles of the 
donc:d proteins. starting with the identification of native ehan­
neis contaioing spc:cific types of c10ned subunits_ 

Among the c10ned subunits are the members of the Kv and 
KCNQ (or KQT) Camilies of K + channc:1 proleins. wrueh are 
pore-fonning eomponents of voltage-gated K + ehannc:ls 
(Chandyand Gutman 1995; Coetzec et al. 1999; Jan and Jan 
1997; Pongs 1992; Rudy d. aI_ 1991a). The Kv family is 
divided ioto several subfamilies based on sc:quence similarities. 
Nearly 30 Kv proleins c1assified in eight subfamilies (Kvl­
Kv6 and Kv8-Kv9) are knowo to dale (Coc:tzee et al. 1999). 

The goal of mis study was to identify the eunents mediated 
by ehannels containing proteins of the Kv3 subfamily io ncu­
rons. Th= are four known Kv3 genes (Kv3.1-Kv3.4). In 
heterologous exprcssion syslems. Kv3.! and Kv3.2 proteins 
express tetraethylarnmonium (TEA)-scnsiLive deJayed rccLifier 
type cutTents, whucas Kv3.3 and KvJ.4 protcins form ttan­
sic:nt, TEA-scnsitive. A-type K" channels (revic:wed in Vega­
Saenz de Micra el al 1994). Howevcr, native ehaonels may 
differ fcom those formed by a given K v subunil io heterologous 
expre.ssion SySlCffiS. Kv proleins can form hcteromerie ehan­
neis with novel propcrties with other members of the same 
subfamily (ChnsLie et al. 1990; Covarrubias et al. 1991; hacoff 
el al. 1990; K. McConnack et al. 1990; Ruppcrsberg et al. 
1990; Weiscr el al. 1994). Moreovcr me funaional charaClcc, 
istics of K' channcls. including those of the Kv family. also 
ean be: modilied by acccssory subunits and postranslational 
modificaLions (Barhanin el al. 1996; COCt.:lcc el al. 1999; Co­
varrubias et al. 1994; Hcincmann cl al. 1996; McDooald el al. 
1997; Sanguinclli el al. 1996; Serodio el ni. 1994, 1996). 

We havc shown previously in n study eombining ¡mmuno­
histocbcmieal and elcclrophysiological noalysis in sliec prcp­
araLions that drugs Ihal block Kv3.1 currcnLS in hCICfologous 
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cxpression s)'Stcms blocked a rraction of the K f current from 
hippocampal intemeuroos eJl.pressing Kv3.1b proteins mat re­
sembles Kv3.1 currents in activauon and deactivation propcr­
ties (Du el al. 1996). However, limitations associated with 
volLage clamping intact ncurons in slices prevented a deta.i.led 
comparison of the propenies of the putative Kv3.1-mediated 
cum:nts in mese cells with lhe properties of Kv3.1 currents in 
heterologous expression systcms. 80th Kv3.1 and Kv3.2 pro­
tcins are: strongly expressed in neumas of the globus pallidus 
(OPl, suggesting that lhcse ceUs might be a good systcm LO 
study the propenies oC native Kv3.1-Kv3.2 channds using 
voltage-clamp methods (Moreno el al. 1995; Weiscr et al. 
1994, 1995). Moreover, melhods to dissociatc mese neurons 
from rnt. brain have been devcloped (Stefani el al 1992. 1995; 
Surmeier el al. 1994). Freshly dissociated and shon tenn cul­
tured cells are a good systcm for mis kind oC study, allowing 
improved conditions for space clamp and phannacological 
analysis. 

We have used whole cett patch-damp methods lO analyze 
me voltage-dependent K f currenlS oC Crc:sh1y dissociated tat 
GP neurons to determine whether lhey contain currenlS with 
propenies similar to mose carried by Kv3.1-Kv3.2 channels. 
Because oC iLS centnl.1 roles in movement control and pemaps 
also cogniuve Cunctions, there is great interest in the anatomic 
and physiological characterization oC the GP (Chang el al. 
1987; Chudler and Dong 1995; Dcl...ong 1971, 1972; Difiglia 
and Rafols 1988: Graybiel and Ragsdale 1979: Hauber et al. 
1998; Kita 1992, 1994; Kita and Kitai 1991. 1994; Moriizumi 
and Hauon 1992: Nambu and L1inas 1994; 1997: Parent and 
Hazrati 1995a,b: Parle et al. 1982; Schneider et al. 1985: 
Stefani el al. 1992: Surmeier el al. 1994). lñe present studies 
contribute novel inConnation on the dassrncation and ce1lular 
properties oC pallidal neurons. 

Previous electrophysiological anaIysis oC the K+ currenlS oí 
pallida! neurons, in the same species, revea1cd a low voltage­
acuvating Cast inactivating CUiTCflt (1 ... ), a component with 
slower inacuvation and slow recovery Crom inactivation that is 
blocked by micromolar concenuations oC 4-AP (1 .... ). and two 
maintained components one blocked (lK) and one not blocked 
by 10 m..\t TEA (Stefani el al. 1992, 1995). None of these 
component.~ rcscmbles K v3 currents. These observations do 
not necessarily indicate lhat Kv3 cum:nts are citber absent in 
pallidal neumns or have propenies different Crom mose oí Kv3 
currents in hetcrologous expreuion systcms because the meth­
ods thal are use<! io a given slUdy to isolatc individual como 
ponents of the total K f current are tailorcd to the goals of the 
particular invcstigation. ThercCore e1ectrophysiological exper­
iments spccifically dcsigned lO scarch for native currents with 
propcrties similar la those of Kv3.I-Kv3.2 CUCTeots in vitro are 
required before we can cooclude whether or not native Kv3.1-
Kv3.2 channcls in pallidal neurons have propcnics similar to 
mose in hetcrologous expression systcms. 

In this study, we first analY.led the expression oC Kv3.1 and 
Kv3.2 proteins in the rat GP with spccific antibodies. Wc airo 
detcrmined the developmcnlal cxpression of these protcins, 
allowing us to sclect tissuc al dcvelopmental stagcs in which 
thc prot.eins are robuslly expres.scd in pallida! neurons. We 
uscd ¡XIarmacological and electrophysiological protocols on 
frcshly dissod::ncd neurons appropriatc for the isoladon of 
K v3-likc currcnts and compared these currenL~ to thOliC re­
cordcd undcr idemical coodiúons Crom mammalian cclls U"ans· 

fectcd witb Kv3.l and Kv3.2 cONAs. The exprcssion of Kv3 
transcnpLS in me same cells was confirmed by single cell 
RT-PCR. The studies dcscribcd here have beeo previously 
prcsentcd in abstraet {orm (Hemándcz-Pincda ct al. 1996; 
Pineda et al. 1998). 

METHODS 

Anlibodi~s fO KvJ.l and KvJ.2 prot~ins 

Site-specific anlibodics agaiosl Kv).lb proteios were pn::pared by 
iOjectiDg iDIO rabbils!he pcptide CKESPVIAKYMP1r:AVRVT oou­
plcd via tbc cyaeinc to Ir:cyhole Iimpel bemocyanio (KUf). The 
pcplide eorresponds 10 !he carboxyl terminal sequence of!he Kv3.1b 
proteio (residues 567-585) (Weiser el al. 1995). The characterizatiOD 
of this antibody was deseribed pn::viously (Weiser el al. 1995). To 
mise aolibodics agaiost Kv).2 prolcios, rabbils were iojectcd with!he 
pcplidcs: CI'PDUQGDPGDDEDLGOKR and CTPDLlGGDPGD­
DEDLAAKR couplcd via !he cyaeine 10 KLH (Olow el al. 1999). 
The peptides correspood 10 a scqueoce preseol io the CODstaot regioo 
oC the DI and mouse Kv3.2 proteins. respecdvely (residue5 171-189 
plul aD N-tc:nni..nal cysteine addcd to Cac:i1itate coupling), befon: thc 
firsl memblUDC-spaooiog domaio in ao arca 001 conservcd among 
dirrereot K+ cbanncl proteios (Vega-Saeo% de Miera et 11. 1994; 5ee 

T. MeConnac:k el al. 1990 fOl the ral scqueoce). The mouse scquence 
na¡ 001 beco published, bUI il is ideoliea! lo that io rat e~epl COl me 
,ubltirution oí glyciocs (186-187 by alanines). For arfioilY purifica­
tioo, !he rtlspective pcptides wcre coupled lo Sulfolink Sepharose 
rtlsin (picra:, Roctford, IL) via the cystcioe residuc aad the sera 
purified followiog lopplier's prolO«lls. 

lnununojfuor~sunce labding 

Maje Sprague-Dawley rats (2-3 wle old) or maje 07816 micc (6-8 
wlr: old), as weU as Kv3.1 -1- (110 el al. 1997) or Kv3.2 -1- (Lau 
et al. 1999) micc, were IOCSIheÚZed wilb ao injcc:tion of pentobarbital 
sodium (120 mgIIr:g ip) and peñused uaoscardiaUy with 10-20 mi 
Heparin (1 UJmll io phosphatc-buffered ulioc (pas: 0.06 M sodium 
phosphate buffer, 0.85% sodium chloride. pH 7.35) al room lemper+ 
arun:: followed by 100-200 ml of 4'1> paraformaldchyde io 0.1 M 
wdium phospbate buffer. pll 7.4. The brain was disscctcd out alld 
blocked coronally into -5 mm ponions. postfited for JO mio in lhe: 
lame liutive at room tempcralUle aod plaeed in 30% SIlCrose in pas 
for 12-24 h .t4RC. Whc:n!he: tissue had suol.:: in me sucrose SOIUlioo. 
SO-pm secúons wen: produced using a freering microlomc and col­
Ic:cled in paso The ¡ections wen: washed twice for 15 mio in PBS aad 
inc:ubaled io a bloclr:lng $Olulioo colltaioing 10' normal goal serum 
(Jacleson [mmuDQ RQ;eafchl, 1% bovinc scrum albumill (Jaehon 
Irnmuoo Re.search), 0.2'*' cold water lish gelatio (Sigma Chemicalsl. 
aOO 0.2,*, Triton X-lOO (SigmaChemieals) in pas for 1 h 10 minimize 
non~pecific binding. Thc scclions !heo wcr" iocubated with prirn:lI)' 
lotibody al thc .ppropriale dilution in a working buffer (0.1 x bloclr:­
ing solulioo in pas) for 12-24 h al 4"C. For double-Iabcled seclions. 
a primary rabbit lotibody, .nti-Kv3.lb or aOli-KvJ.2, and a primary 
mouse lotibody, anti-panralbumin (Sigma Irnmunoo::he:micals) WCrtl 
added simultaocously. After Ihn:c 15 mio washes in paso secoodary 
anlibodies diluted io worleing buffer wen: applied for 15 min al room 
tcmpcrarure. The following sccoodary antibodies "'ere: used. Cy2-
coojugatcd goal anti-mouJ;C IgG and Cy)-coojugaled gual anti-rabbil 
IgG (1acleson Irnmuno Rcscarch). Aftcr Iwo 15 min wasbcs in PBS. 
!he scclioos were mouotcd 0010 glas.~ did<!.~ aOO cover.:lipped wilb 
c1vanol. 

Thc foUowlog primary anlihnlly conccnlralions wcrc u.~ed: anlibocl­
ies agalosl KV).lb (Wei§eI el al. 1995) al 1:50. Kv3.2lChow el al. 
j 999) al 1:50, parvalbumin (Sigma Immunochemicals) at 1:400. Sec­
OIXlJry fluOlescenl anlÍbodics wcn: u!:Cd al 1:500. 1bc alLas hy Pa~i­
nm; aod Watson (1986) and me buole editell by Pulnm; (1995) "'ere 
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Ilsed as gllides to identify CNS neuronal poPlllations and nonal 
projections. 

Imases WCI1l taun eimer wim a Zeiss A,;iophOl IIll0res.c:ent micro­
~cope or an Akiovert 3S M confocal micros.c:opc, with a >:40 (NA 1.3) 
or >:63 (NA 1.4) objective Ienses. Auores<:enl ¡mages wetC recorded 
usiog a 5Canning laser attachment (MRC-600 and MRC-lOOO. Bio­
Rad Labol1llOries) and a kryptonlargon mixed gas laser.lmages were 
collected digitaUy and transferred lo a graphics program (Adobe 
PhOIosbop 4.0). AfIa brighl.nes$ and COOIlaSI adjllSlmenlS, the image 
files were prinled on a Tektronix printcr (Pha.ser 440). 

lmmunoblots 

Ral braio membrane almcu were prepared (rom a P3 (radion ol 
tissue bomOGenate (Hartdwme and Cltteral11984) 50Iubilized lor 1 h 
in a 2 .. Triloo X-lOO solulion cootaioin¡ (ia mM) SO poc.assium 
phospbale bllffer. JlH 7.4: SO KCI: 2 EDTA: 1 pepstatio A. I I.I(). 
pheaanlhroline. 0.2 phenylrnelhylsulfoayl lIuoridc (PMSFl, and 1 
iodoacetanUde 10 inhibÍ! proteases. The sU$pCosioa was spun at 
100.000 g 10 remove DOlI$()lubilized materiaL md the IOp lwo-d!irds 
oC the supcmatanl used (or further upcrimeou. To prepare membn.oe 
eUtlCtS Crom!he GP. the IlIlckus was dissected Crom llices prepara! 
as described ror the preplO1lion o( dissociatcd neurons (sec. (oUowiog 
teu) and proteios solubili:u:d as described io !he precediog leU. 

To prepan: irnmuooblols, SO pg o( membrane proleio was mixed 
1:1 with a Simple bufler (10'1> (vol) glyceroL S .. (vol) b-met'ClplO­
ethaool: 60rnM Tris-IICI pH 6.8: 0.001" (weighl) bromophenol blue 
aDd 3 .. SDS). hc:ated (or 3 min a18O"C, aod electrophorcsed in a 8% 
SOS polyacrylamide gel (Harlow and Laoe 1988). The e1ectropho­
rt5ed proteias were trans(erred ooro a oitrocellulosc filler (Bio Rad). 
Blols were incubated with either KvJ.2 anlibodies at a 1:100 dilutioo 
or Kv3.lb anlibodies at 1:2000, followed by incubatioa with horse­
radish pero,;ldase-linked anli-rabbit .econd:uy anlibodies (Promega)_ 
BouOO aatibodies were dc:lCCted 1WD.g chemillllminscence (Pierce). 

¡'Imlunnpr«ipilalwn 

Before immunoprecipilation. 300 ¡.ti of solubilized membranes 
(-400 p.g proteio) ia 1 .. TrilOa X-lOO ia (in mM) 50 Tris:, ISO NaCL 
1 EDTA. and I EGTA, p117.4, wereprecleared (or30min 1114-<: with 
proteia A-Sepharosc beads (Sigma Chemical5). After removiog !he 
beads. the CltraclS were incubated (oc 4 h at 4°C wim Kv3.2 antibod­
ies al a 1: 10 dilutioa or Kv3.lb anlibodies al 1:50 dilution. Al tIu: eOO 
oC the incubation periodo fresh protein A-Seph.arose beads were added. 
.100 the ¡uspension Wl5 irw:uhated rOl' 2-3 h a14"C with ~halting. The 
ComplCled beads were collected lIDd washed three times io 1 .. Triton 
X-lOO itl (itl mM) SO Tris, ISO NaCI. I EDTA. and I EGTA. pH 7.4. 
ProteillS theo were extracled by addiag an equal volume oC sa.mple 
buffer. he.ated for 3 min al 80-<: and processed loe irnmllnobIOlliog.' 
dC5Cribed itl the precedias teXI. 

Cultur~ nf chinese /¡am~ler nvary (CIlO) cells 

CHO ceUs were cultured in a-MEM (p1l7.4, GIBeO BRL Gaith­
ersbllrg. MDI supplemenlcd wim 10% of Cetal bovine serum (FBS, 
GIBCO BRL) io !he prcscncc oC peniciUio and nreplOmydn al 37"C 
in 11 95% 0l with 5% of COl atmospherc in 1000mm-diam CIIl1Urc 
di,hes (Costar. Cambridge, MAj. Wheo the ecUs were oonftllenL the 
monol.yer was incubatcd wilh tryp~in-EOT A (GIBeO BRL) for :S 1 
mia aOO thc ccUs re$uspeodcd in a-MEM containing 10% of FBS aOO 
plaled al a liS dilulion in ReW 100 mm di~hes. Thc medium was 
changed evcry 2 days. aOO lhe cells passed every 4 day~. 

Ftlllclimw! apu.uirm of Kv3.1 ami Kv3.2 pota.uillm 
c1uUlflel.r it, CIlO cel1.f 

To lIudy Kv3.2 currenl~. we Ilsed the Kv3.2a stably tronsfcclcd cell 
line previou.dy dcscrihed (Moreno CI al. I99S). To Sludy Kv).1 

cllfttnlS. wild-type ella ecUs ......:re tl1m~ently uans(ccted with 
Kv3.1b cONA. After reachlng 90% conlluerw:e in 100 mm dishes. 
ala ceUs were lI)'psinized and I"ClUSpended in 2 mi of a-MEM with 
10% FBS. Ooe millilitec of!he ecllsuspension was dilulOO ami platoo 
io 30 mm dishes al 40% conlllleOCC. Two 10 4 h later. when the eeUs 
had altached \o tbe bottom o( Ihe dish, they were washed two tilllC5 
wim a-MEM without U:nlm aOO tnlnsfcctcd wim Lipofectamine (Life 
Techoologies, Gaithersburg. MD) following Ihe manufacturer"s pro­
locols. To ide:ntify tnlDSCected cells, !bey were cotnosf'ected with a 
sccoOO plasmid cootaininS the cDNA encoding the reponer proleio 
Greco F1uotCSCe/ll Protein (GFP. U(e Techoologies. Gaithersburg, 
MD). TraasCected ecUs were detected by the emissioa of greco "110-
lUCCacc (S20 om) under epi"uoresccoce witb 488 om excilationlighl. 
Typically, elcctrophy¡iological recon:lings were carried out 1-2 days 
afiO' trans(ectioa. 

Oissocialinn nf tl('umns ¡mm th~ GP 

Youog Spmguc-Oawley rats 10-16 da)'l oC a¡;c: were Ilsed. The 
bf3m was quictly removed aOO Rlbmerged in icc-cold aormal atra­
celllllar 5OIulioo (NES) contaioiag (io mM) 130 NaCI. 3 KC\, 2 
MgCl" 1 NaHCO,. 05 NaH,PO .. , S HEPES, 2 Cael" aod S glucase. 
pH 7.4. The 5OIution was gassed with 9S% 02-S" COl for IS mio 
bdDn:l lIarting !he dissociatioo and mea continllously dunng !he 
procedllre. Ooce !he cerebellum had becn removed. Ibe bmin hemi· 
sp/leru were scparated aloog !he midlioe aod cut io the partlugiual 
plane wilb a vibralome (Campdea InsuumeolS. Loodon, UK) itl 400 
p:m sUces. Thc dices were coUected. and maiowoed in ice-cold NES 
IOIIIOOn. The GP was identified by visllal iospcclioo under a Slereomi· 
croscope (&te Fig. 7). The GP rrom {our 10 $Cveo ,lices WilS dissecled 
out aod Rlbjcctcd toeozymatic digesuoo for 25-3S mio (depctldiog on 
thc age of!he animal) al 37-<: io NES witb Pronase (Sigma Chemi­
Call, St. Lollis, MO). 1lJe linue then wns wasbed thrtt times ia NES 
wilhoul calcium and triturated mechanicaUy by means of glass Pl\$leur 
pipelleS with tipl of decreasing dial;f1eters in a fioal volume of 2 mI. 
An aliquOl (-500 pi) of!he ecll Rlspension was sc:eded in a recording 
chambcr (RC-I3. Wamer InSlrumenlS, lIamden, en aDd mounled 00 
!he plateor ID inYCtted microscope for electrophysiological recording. 
The ceUs were perfused contiouously (-1 mI/mio) with NES nI room 
lemperatwe. 

EI~clmphysinl(}gical analysis 

E1ectrophysiological recorclios! used vollage clamp Ilnder the 
wlwlc ceU configurmioo o( the patch-clamp technique (lIamill et al. 
1981). The &ame eXlnlcellular and intncellular 5OlUlioll5 were used for 
recordingl with ClIO ceUs and paUidal netIlDns. ExtraceUular 5Ollltioa 
(NES) was SUpplemcllted wilh I pM tctroc!oloxin (1TX: Alomone. 
Jausalem. Israel) .100 200 pM of CdCI2 (Sigma Chemical) 10 blocl: 
voltage-dependenl sodillm and calcium currenls. respcctively. By 
inbibiting calcium in1!ul{. CdCI2 also limi!ed !he activatioo of caleí· 
urn-activated potassium currents. Potassillm channel blockers (TEA. 
Sigma: 4-AP. Aldrich: charybdotoxin aOO dc:udrotodn, Alomonel 
were dissolved in NES with lTX aOO CdC12. AU !he experiments 
were carried 0111 at room temperalurc (21_23°C). 

lñe recording patch eleclrodes were made with borosilicale glass 
capil1aJy tubes (GCI20F-JQ, Wamcr In~trumcnl) filled with an inlra. 
celllllar soluUnn containing (in mM) 106 KH2PO •. 2 MsC12' \O 
HEPES-K. 10 BAPTA-K (Molecular Probes. Eugene. ORlo 2 ATP· 
Mg, and 0.5 GTP (Sigma Chemicals); pll 7.3S wim NaOI!. Thc use 
of a high cODcentration o( the fau calcium chelalOf bis-(n-aminophc· 
rHJ,;y~N.N.N".N'-tetIa:lcetic ilCid (BAI'TA) wa.~ aimcd at funhcr lim· 
iling !he aclivation of calcium·activated mcmbrane conductanrcs. The 
t)'jlical resislaneCS of !he electrodes when fiUed wílh this ~nlulion 
varicd bctwecn 25 and J,O Mn. The patcll pipel1e Ag·CJ wire ..... J< 

connccted 10 me inplll of an Axopatch-I O or Axoptach 200A amph· 
fie-r (A~on In~lrumenls, Fo~ler Cily, CA). Tu seneralC vnl1agc clamp 
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protocols aOO ror data acqui.iuon and .naly~¡!>, we llsed the pClamp 
lortwan: (AlOO InsuumeDlI). I.arge neurons wim shon processe.I 
«40 ~) wcrc sc\ected rQr reoordiog. Series resistance WIS esti­
mated rmm lhc lime constanl or the apacily transitnl llId rangcd 
betweeo 5 aod 10 MO in the cclls used ror analysi!>. The ¡¡enes 
resistance was compensarcd (70-~) aod monilored througoout die 
course of the upcrimeoL Ir the sene¡ resistance could not be com­
peoS8lcd 01" ir il changcd by >2D'1>, !he cdl was discantcd. Inpul 
capacitance of the cells iocludcd in thi. RUdy raDged bctween 15 and 
33 pF and !he lime coastant oC the capacily currenl transient betweeu 
0.18 ami 0.31 ms. Dro&s were applied Iocally by meIID5 of. pufíer 
pipene with a rdatively wide tip (lO PIlI), made oí a pllllcd borosili­
cate gl&SS capillary and placed with a second micromanipulalor 10 a 
distaoce of 100-200 pm of lhc cell. n.e applicauon was m.ade either 
by gravity or pccsSllre pu1sc:s (lO psi) oontrolled with a picospntzer 
device (Geoecal Valve). 

Sjngl~-cdl uvuu IrrlllUriplas~-polymucue chaln reacljon 
(single-cdJ RT-PCR) 

1be preseoce of Kv3s mRNAs in dissoeialed GP cells Wa5 deler­
miDed by single-cell RT-PCR.. This was peñormed as described by 
Vega-Saeoz de Miera el al. (1997) with !he foUowing modifications: 
!he 5OIuOOn5 wen:o prepared iD double-dinHJed RNase-fta: water from 
Sigma. The conlenl of individual cells was collected from the recom­
ing chambet usiog genLle IIICtioo with 1 wide lip gIass tnicropipene 
filled wi!h 3 ¡d of a SOIUlioD containiog 150 mM KCI, 30 mM 
Tris-HCI. pH 8.3, lOO 10 U of Promega RNase inhibilOr. The tip oC 
!he pipene wa.~ brouo inside a 500-JLl Eppcndorf tube, aud ils 
conleolS empticd. The rubes were placcd iD dry ice-ethaDol bath 10 
freeze !he contents and theo stored at -70"C unlil usc. 

Far reverse lr.IllSCriptioD, 17 ¡d of 1 solwioo contailliog 1.18 mM 
dNTP, 3.82 mM MgCI2, ~ U ol Moloney Murille Leu~mia Virus 
RNase H minus reverse transaiptase (Gibco-BRL), 4.4 pM raDdom 
huamer primer (Phannacia), 20 U/mi of RNase inhibilor, 30 mM 
KCl, aOO 6 mM Tris-lIa pI! 8.3, were added lo the Eppendorf lube 
conlaining the nellrOn's COOlcnts. Mineral oil (SO JLl) were laid 00 IOp 
of Ihe aqueous SOlulioo and lhc lubes illCUtulled mecessively al 25"C 
for 5 min, 37"C for 105 min, aoo 42"C roc 15 miDo 1be tubes Iheo were 
tJe.ated at 94"C foc 5 mio alld theo roolcd 100"C uOIH used foc PeR 
amplificatioo. 

Por PCR amplificatioo. 75 pi of a 501IIUOII colltainiog SO mM KCI, 
0.85 mM MgCI2 , 1.7 Pf of me ICnse ud aDliM:osc external primen;, 
lOO 10 mM Tris-HCI, pH 8.3 were added 10 the !libes cootaioiog !he 
reverse-tran~Cfibed DNA. The lube5 were heated for S min al 94"C. 
While !he rubes were al 94"C, 5 ¡d of a solutioD cotJtaioiog 2.5 units 
of Perkin Elmer Taq polimerase, SO mM KCI.., and 10 mM Tris-flCl 
pH 8.3 were iotroduced through me oil. The rubes theo were subjected 
1035 cycles of denaluralizalion al94"C for 1 min, aonealiDg al 48"C 
for 1 min, and ellóteouOQ 1I 72"C, foc 1 mio followed by one fioal 
iDcubation al 72"C (or 7 min. One microliler of 11 1: I dilulion of lhe 
previous rcactioo was llsed as template foc the secood PCR reacOOn iD 
a ocw PCR robe. 94 J.'I oí a salUtiOD conwoing 2.63 mM MgCl1, 210 
,ttM dNTP¡, SO mM KCL 10 mM Tris-HCI pH 8.3, and 160 nM of!he 
specific primen werc added 10 lhese IUbes. Oil (SO ¡d) was laid en 10p 
aOO the lubes heated and TClq polimerase added as described io lhe 
preccding lelt. The IUbes were ~ubjected 10 35 cycles of PCR ampli­
fication (1 min each of denaluralizatioo. Inncaling and cxteosion al 
94. SS, and 7re. respectively) (ollowcd by a IUI exlensioo period al 
nec for 7 mino The PCR prodllCls were analyzed by electrophoresis 
in 2% ag;lroSe gels. 

llK: ellema! degenerate primen. designed 10 amplify aU Kv3 
~equences. frOlo Dm.wphi/a 10 mao. use<! in me first PCR rc.aclion. 
had me following seqllenccs: sen!\C primer, CTC GAA TIC 1 TI(crr) 
TG(Ctn {crnTN (AJG)A(AlG) ACN CA; anli,;eosc priml!l". CTC­
GAAlTC GGA (AJG)TA (AlG)TA CAT N(ClGIC (GfA)AA 
(G/A)lT. The ilCCJllence lor tbe ~pccific primcn¡ ..... a~: Kv).!. sense 

primer: CGC TI'C AAC CCC ATC GTG AAC (posilion 1801-1821 
io Acceuion No. M68880); anlÍ5enSe primer: GTG TGT GTG TIC 
GCT GGC GCT (2290-2310). The Si1.c of !he expccted prodUCI i~ 
S32bp. Kv3.2. seose primer ce AGC GCT GlT CTC CAG TAT 
(882-901 in No. M34052); aotiscnse primer: e AATGGG GAT GTI 
TITGAACTG (1358-1337). The sizeoftheexpccted ptodUC1 i, 477 
bp. Kv3.4, Ile05e ptimer: CCT GAT ACG TIG GAC TIT GTC 
(1312-13]3 io No. X6284 1), Inlisense primer; AlTGCC CCG TGG 
OTC AGA T (1629-1647). The 5ize of !he Clpected prodUCI is 
336 bp. 

RESUI.TS 

Expression uf Kv3.} and Kv3.2 pmldns in /he ral GP 

Kv3 mRNAs are 1\()( exprcssed al significant levels before 
birth (GoJdman-Wohl el al. 1994; Pemey el al. 1992; Vega­
Sac:nz de Miera el al. 1994; reviewed in RudYel al. 1999). 
hnmunobJots usiog antibodies again$t Kv3.! (Wei~r el al. 
1995) aod Kv3.2 (OIow et al. 1999) werc: used to study the 
postnataJ developmenw. expression of KvJ.l and KvJ.2 pro­
teins in membrane extraClS from me GP (Rg. lB). Membranes 
were prcparcd from GP dissccted in !he same fasmon as the 
tissue used 10 prepare dissociated neurons (Fig. 7D). The levcls 
of both proteins incrcased significantly after postnaw. days 
6-8, although it appears Ihat the expression oí KvJ.l devclops 
somewhat faster man the expression oí KvJ.2. Muimum lev­
e1s ofKv3.1 protein were secn around pl5 (Fig. lB, lanes 1-4), 
whereas foe KvJ.2, maximum levcls were not achievcd unlil 
p20 (Fig_ lB, lanes 5-7). 80th proteins were not detectable 
ear-licr!han p6-7. Similar resulu wcn: oblainc:d in thrcc sep­
arate experiments with each antibody. 

The bands ob~rved wim KvJ.l or KvJ.2 antibodies are 001 
secn whc:o the im.munoblotS are rcacted with antibodies prein­
cubated with an excess of thc KvJ.! (Weiser el al. 1995) or 
KvJ.2 pcpc.ides (Fig. lA, lane 2) used to prepare the antisera. 
Also, 00 bands are detected in immuooblots treated wim me 
preinununc sera derived from me rabbit used lO mise the KvJ.:! 
antibodies (Fig. lA, Jane J). Moceover, me KvJ.2 proteio is 
abscnt in membrancs derived from KvJ.2 -1- mice (Fig. lA. 
lane 5) bUI is prescnt in membr.mcs from KvJ.1 -1- miee 
(Fig. lA, lane 4), whereas thc reversc is secn wim K\"J.I 
antibodies (Fig. lA., lanes 6 and 7). 

lnununohistochemislry was used to study Ihe celJular and 
subcellular localizatioo of Kv3.1 and KvJ.2 proteins io Ihe ral 
GP (Fig. 2). Aotibodies agaiost KvJ.1 produced strong slaining 
of thc somatic membrane and the cytoplasm immediately be­
oealh me membranc of oeurons located throughout the GP 
(Fig. 2A). Fewer staincd cdls were seco io Ihe mOSl lalera! 
border of me nudeus. The same scction showo in Fig. lA was 
staioed wim antibodies against parvalbumin (Fig. 2B). Most 
ncuroos posilive foc Kv3.l also are staincd for parvalbumin 
and vice vena. As in other neuroos cxprcssing KvJ.!. therc i~ 
liule staining of the dendritcs of pallidaJ ocuroos. Therc was a 
faiol staining of me pallidal neuropilc (rig. :!A). Highcr mag­
nification images from aootller cx~rimcnl oonfirmed mal 
Kv3.lb proteins and parvalbumin are clprcssed in the san"IC 
pallidal ocurons (rig. 2, e-é), allhough par ... albumio staining 
tcods 10 oceupy most of the eytopla.<;m, whcrca.~ Kv3.lh st;¡in­
¡ng is stronger io the pmximity of me memhrane. Antihodies 
again~t KvJ.:! also were c!(presscd io parvalhurnin-containing 
neumns (rig. 2. '.--1/), although Kv3.:! anuhodie~ pnxlue.:d a 
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F1G. t. ~preuioa ol KvJ.! aod KvJ.2 pro­
telas ia the no.l globus pallidus (OP). A: irnml,lIW­
blou ol rat pallidat membraM e.wKIS ttea1ed wilb 
KvJ.2 .llltibodic:. (Iane 1). with KvJ.2 aatibodie. 
pretre&led wilb Kvl.2 peptides (Iaoc: 2)_ wilb pre­
immune sua (lane 1). and irnmunoblOls o( pallidal 
~u,I:KUobtained(toIlIKv3.1 -I-mke 
(Hoel al. 1991) (IAnes 4 aod 6) orKvJ.2 -1- mice 
(Uu ct al. 1998) (Iaaes 5 and 1) lre&Icd widl KvJ.2 
anlibodie. (Imes 4 and 5) or Kv3.1 .llltibodia 
(lanes 6 and 1). 8: KvJ.1 proleills dctcelcd iD 
illUll\laobloli o( no.l bn.in mc:mbn.nc: utnrcU 011· 
u.ined (rom poslOaul day 8 BU (Iane tI. poun.atal 
day 11 (Iane 2), postnau.J day l5 (1aDe J). &lid 
postnaLll.ay 20 animal. (but: 4): lDd KvJ.2 pro. 
teias detected io immuooblou oC nI braio mem· 
Inane UtnlClS obwaed (rom posID&Iil day 15 BU 
(lane 5), posl~ day 20 (Iane 6). >.!Id adl,lll (tI 
wlt. 1&De 1). C: immUDOblOl' of KV).I proreios 
immu1lOprecipiu.1cd Crom GP membrane eltnct.l 
(rom 2·wlo:-old 111t!: wilb anti·KvJ.lb antibodic. 
(1aDe tI. aoti·KvJ.2 aotibodies (1aDe 2), aoti­
KvJ.lb anlibodies prc:\lUlead .... ¡lb KV).lb pcp¡idc 
(1aDe ). and anti·Kv).2 aotibodie5 pm:utcd with 
Kvl.2 pcptidcs (Izne 4). Immuooblou of Kv3.2 
protci"" ilWllllDOprc:cipiwcd Cromlhc:: u.mc IDI::m· 
Inane UtraclS as ia WleS 1-4 ..id¡ a¡¡Ii-KvJ.2 
aotibodics (1&De S). anli·Kvl.lb antibodics (lanc 
6). anr.i.Kv).2 antibodies ptC(reatead widi KvJ.2 
pcptides (l.IIIe 1). and lali.Kvl.lb antibodia pre_ 
lJU1Cd with Kv).Ib pep¡idc (Iane 8). 
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somc:whal stronger ~taining oC thc neuropilc: man the antibodies 
against Kv3.!. Background staining is observed when me 
secLions are trcated with antibodies preincubated with the coro 
responding immunogenie peptide (data not shown). Kv3.1 and 
KvJ.2 antibodies also stain the GP in mouse (Fig. J, A and D). 
Kv).1 or Kv3.2 staining is absem in tissue derived Crom the 
coITcsponding knockout miee (Fig. 3), confinning ilie spcci­
ficity of both aotibodies for immunohistochemistry. 

The inununohistochemical data (Rg. 2) suggest tltat both 
Kv3.! and KvJ.2 are co-expressed in the same pallidal ocu· 
rons, tlte projeeting, parvalbumin-containing neurons, which 
are !.he main neuronal populalion in Ihe GP (Hontanilla el al. 
1994; Kita 1994; Rajakumar et al. 1994a.b; Riedel et al. 1998). 
K vJ protcins fono heteromultimeric channcls in viuo with 
Olhcr Kv) prolcins bu! not with protein~ of othcr subfamilies 
(K. ~kCormack et al. 1990: Vcga-Saenz de Micra el al. 1994: 
Wciser et al. 1994). This is similar to what has been obscrvcd 
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wilh other Kv prolCins (CoelZee el al. 1999). Because bodl 
Kv).! and Kv3.2 prolCins are expresscd in lhe same pallidal 
neurons, it is like/y tha¡ bolh protcins are pan of the samc 
heteromeric channels. To tesl lhis hypothesis. we used immu­
noprecipitation assays from palIidal mcmbranes solubilizcd 
with nondcnaluring detergents (Sheng et al. 1993: Wang et al. 
1993). As showo io Fig. le. antibodics against Kv).1 or Kv3.2 
protcins immunoprccipitate bolh KvJ.I and Kv3.2 proteins. 
Thus immunoblots with Kv).1 antibodies stain Kv3.1 protein~ 
immunoprecipitated with Kv3.1 (Fig. le, lane 1) or Kv3.2 
antibodies (Fig. I C, lane 2): and immunoblots wilh Kv3.2 
antibodics idenlify Kv3.2 protcill'i in Kv3.! (Fig. le, lane 6) 
and KvJ.2 (Fig. le, lane 5) immunoprccipit:ncs. No chanoel 
protejn i~ dctected when !he immunoprccipitation is done with 
antibodics preincubated with the corrc~ponding immunogcnic 
peptidc (Fig. IC, lanes 3 and 4 aOO 7 alld 8). The coimmuno· 
prccipitation ~Iudics demonstrate that hcteromcric complcxcs 
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I'IG. 2. Irnmuoolocalil..llioa (lf Kv).1 ud KvJ.2 protciru. ia thc GPorl.",k.old rati."" ud B: puoramic vie-w of ~ 111.1 GP double 
labele<! ",,111 antibodie¡ ag:tia~t KvJ.1 and p:tf":tIbumin. Kv).1 ilnmunolluorcsc:c,,",c i< showo io A ud p:o.rv:o.lbumin immunoftu· 
<m:'-CCDCC in B. C-E: palMa! DeW"OO'I doublc Wlclcd with antibodic. ":Unst KvJ.1 &lid p:o.roa!bwnilI. Kd.1 immu!lOlIucm:scence 
is ~ho"'o in C ud p.uv:tlbumio immunolluo~",cncc io D. E: superimpmitioll ofthe immWlOftuoresccntc pruduced by Kv3.lb:tOO 
p;trv~lbumia. F-If: p:tllidóll ocumo_ doob1e I:tbelcd ",ilh :o.nlibodicli apiosl Kv).2 :tnd pa¡:va!b\tmin. KvJ.2 immuoonuorescente i~ 
shown in F and p:tJValbumill ilMlUnotlllOl"CKence io O. H: ,uperlmpmition o( lite immunotlUOl"Cltellte prodllced by Kv].2 m:I 
parvalbumin. Note !hal the chlonel protcios ud puv:o.lbumin ~ io !he same celhi bu! do 001 have ¡<Seoticar ,ubceUul>.r 
di.tribulions. produdng a red 10 yello'" lo greeo gradient ia the "'pcrimpmc:d iauges. Seale bar. 100 JUII for A ud B .nd 2j ~\I 
(or C_H. 

of both Iypes of channel proteins cXiSI in paJlidaJ mcmbrancs. 
Taken IOgether the dar.a suggcst Ihat parvalbumin·eontaining 
projecting pallidal neumns havc hctcromcrie channe1s conr.ain· 
ing both Kv3.1 and Kv3.2 subunits. 

KI'3./ af/d KI'3.2 Cllrr~lIf.~ i/l trat~ifuud ello c~ll.f 
To compare the propcrties of lhe currenlS tecordcd from 

CHO ce!!s transfcctcd wim Kv3.1 oc Kv].2 cONAs with pu­
tative Kv3 eurrents in freshly dissociatcd pallidal neurons, all 
cells werc rccorded with idcnr.ical intra- and cxtracellular so­
lutionlO. CHO celllO transfcctcd with eONAs encoding Kv3.211 
or Kv3.lb pcotcins had ¡argc dclaycd rectificr-type voltage­
dependent K' currentlO (Fig. 4) !hal rcscmblcd the currcntlO 
()h~rvcd in XeflopuJ CKlCylc.<¡ injcctcd wi!h Kv3.2a or Kv3.lb 
cRNAs (revicwed in Vcga-Sacnz de Micra el al. 1994). 80th 
Kv3.2:1 or KvJ.lb currcnl.~ (sce Fig. 4, A and C. rcspcctively) 
stan activating when the membmne ¡s depolarb:cd 10 potcnr.ials 
more positivc man -10 rnV and rise rclatively fa .. t (a<¡ com­
parcd .... ¡th othcr volt:lge-gatcd K ' ehanncls) (scc COCI7.cC et al. 
1999). with a similar lime C(l\tr~, ro :1 maximurn levcllhat is 
maimaincd ((Ir the duratiOIl or lhc pul.'\C.~ u~ in this expcri. 
1llcnt. A slow inaelivalion bo.:eomcs evidcnt with pulses (lf 
!(MtgerduratiuII (daLllnOl shown). Untmllsfcctcd CHO cells had 

negligible outwaro currcnls under Ilte same pulse protocols 
«100 pA for me largest depolarizar.ions). 

Preliminary studies Wilh pallidal neurons showcd tltat a large 
proponion of the outwaru eurrenl in these cclls could be 
supprcsscd by holding !he meOlhnme al depolarizcd pü{entials. 
This could be a useful slfalegy 10 eliminate a fraclion of ¡he 
poLllssium currcnlS if Kv3 eurrems ~e nOl affcctcd by sueh 
lJcalmcnL We thercforc Ie. .. ted the effcel of varying thc holding 
potcntiaJ on Kv].1 and Kv3.2 currenls exprcsscd in ¡solalion. 
Figure 4 compares thc currcnls produccd by a series of voltagc 
Slcps applicd fmm a holding potcnr.ial (lf -80 or -40 OlV in 
the Kv).I- and Kv3.2-trartsfectcd CHO cdls. As secn in thesc 
represcntative eumples. thc currenL~ gelleralcd by lhe depo. 
larizing test pulses are very similar in Olagniludc and kinClics 
whe!hcr the ce]] is hcld at -80 or -40 mV. Challging ¡JtC 
holding potcnlial 10 -40 mV supprcsscd Kv).1 attd Kv).:! 
currcnls by ollly 9.3 !. 0.1% (mean::: SE; 11 = 4) and 9.8 ::: 
0.6% (11 :: 4), respeclivcly, wit.h no crfcCl 011 curreltt kinctics. 

Kv].! and Kv].::! currcnts in CIIO cells also have a simil¡tr 
\·oILllgc dcpcndencc, as obscrvcd in XC'I"I'¡U oocylcs (rcvicw.:d 
in Vcg~·Sacnl de Micra el al. 1994). Figure 4, E and ,.: ~htJw.\ 
Ihe nornlali7cd comluclancc (CIC" ... ,) as a (unClion of v(Jltagc. 
obLllincd fmm scveroll eclb exprcssiug Kvl::! or Kv).1 curo 
rcltts. rcspcctivcly. TII\! data wcrc ¡lUCIllo !10IU.1l1'Utll fUIl":lioll' 



ISIH HI1R:.:ÁSOEZ-P¡:-:EDA El" A". 

Wt 3.2-1- 3.1-1-

Kv3.1b 

F' ~T~.: -"T~~~i;~l~~j 
t;· . ~ i\l\:.! 

~'. ~:'l~ , 

Kv3.2 l. 
;, 

", ';:, 

~lG, J. [m.munolocalir ... .l;on of Kv).l and Kv).2 proleins ia mou'C GP, Sec1ions Ihrough lile OP obtained rrom wild·type fA. "M 
DI. KvJ.2 l.:oocLoul (B and él. and Kv).' knoc~OUI (e me! F) mia: _re immuaostained with KvJ.lb (A.-Cl and Kv3.2 (D--Fl 
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of lhc (onu GIC"",. = 1f{1 - exp(Vno - VlIl)JkJ. From mese 
fits ...... e tlcrived a midpoint of activation or V. n = 12.1 :t 1.26 
rnV (11 "" 6) (or Kv3.2 currents and 18.1 !: 1.01 mV (n .. 6) 
for KV).I and a stccpncss pal"llmctcr k of 8.4 :: 0.2.5 mV for 
Kv3.2 and 11.0:t 0.2 rnV rOl" Kv3.!. Kv3 cum:nts are unusual 
in rcquiring very dcpolarizcd potcnlials to start activating. 
Howevcr, me midpoints of me conduculOce-voltage rclalioo­
~hips of Kv) channcls are nO( mal diffcrent (rom lhoscof olher 
voltage-tlepcndent K' CUTTcnL~, rcflecting a stccp voltage de­
pcmJcnce. This dislinguishes manunaIian Kv) currcnl~ from 
thc CUTTents ellprcsscd hy lhe Drmop/lila Shaw prote¡o, which 
also stans activating al high voltages bUI has a very weak 
voltage dcpcndcnce. producing a midpoint of activation abovc 
+70 mV (JohnSlone et al. 1997; $milh-Maxwcll el al. 1998). 

Anothcr unu.~ual fCóltllrc of Kv) eurrcnL~ is the fast ratc of 
dCOlctivaliol1 on rcpolarizlIlion, lirst dcscribcd fm KvJ.1 cur­
rcnts ellprcssc<l in NIH-JTJ and L929 cclls by Grissmer el al. 
(19':.14). TIlcse authnrs round lha! KvJ.1 CUTTcnL~ deactivatcd 
-IU times faster lhan sever.tl nlher cloncd mammalian vuh­
agc-gMcd K' channeh whcn comparcd 111 ule same mcmbr.tllc 
pUlcntials. Sincc ¡hen. mall}" !lew vo[¡age-galcd channcls ha\"C 

becn identified in marnmals; howcver. only OCIe of the'm, 
Kv!.7, a nOllneuronal membcr of lile Kvl family, deaeti\'alc~ 
fast (closing ratcs are -) times lhe deacti\"auon ratc::s of K\·.'.I 
channcls) (Coctzce et al. 1999). Kv).1 CUTTents also deaeli\-~IC 
curcmc!y fast in CHQ cc!ls undcr our recording candilil'n_ 
(Fig. 5). Kv).::! eumOls dcactivatc at r.nes somewhat slo\\cr 
than KV].I but stiIJ significantly faster lhan K' ctJTTent~ from 
ehanncls of othcr subfamilies (Fig. 5). 

Al prcsent !.here are no spccific hlocke~ for Kv).1 ;ln,1 
Kv).2 channc1s. Howcver, in Xe,wlJ/l.~ OCICyll!S aH Kv) CUTTenl, 
are blocked by luw cOl1eentrations or TEA ur 4-aminopyridine' 
(4-AP) (reviewcd in Vcga-S:Jcnz de Micm el al. 1994). Kv.l.l 
and Kv].! cUTTCnL~ in CHO cclls, under our recording couJi­
l¡ons, wcrc aIso very scnsilivc lO !.hcse ("haunel hlockers. TEA 
dosc·rcspon.'i.C curves for Kv).] alld Kv).:! currcnts are ~h"\ln 
in rig. 6. rrom thesc curves, wc dcrived IC5<,s uf 0.28 111.\1 
(1/ = 4) for Kv).::! and 0.38 !l1~ (11 = 4) (ur K\·J.l CIITTCnlS. \\"c 
also have con!irmcd !.hat a~ in othcr n]1.;rimcntal sysk'n'-' 
{Grislo.lncr el 011. 1994; Vega,S;¡cll'I. de !I.1icrJ el al. lW4J. K\'\ 1 
alld Kv).:! cllrrcnL~ il! CHO t'clls are nOl aftl:c"lcd hy dcmlr,'· 
lO.ün ur charyhdotm.in al ("un("cntr.tti\)n.~ uf si .uM {d:Jla 111'[ 
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RO. 4. Kv).1 &lid KV].2 C'lUft:nu in lmIsCccted chilleie hulsler avuy 
(CHO) ceU1_ A ud C; (amllies 01" K+ CWl'CIIll =rded flUID a holdilll 
p<l(CIItial af -80 mV in a Kv}.! (Al- IIIId a KV).I-tl111.rcctcd Cl:) cell. B ud 
D: K+ c=-nu recorded from!he UJIIC edls (rOln a !loldín¡ poIColiaJ of-40 
mV. 14.11 eues, depol&rizilll poli"" ""en: applled (mm -)010 +-40 mV ia 
I()..",V ;nCl"mmu_ E and F: plolS of oomWized COIldw:tancC (GIG, .... ) as. 

fUDCtiOO ofvolcqe obbined (rom CurTenl ~ fmm several Kv}.! (EJ· &lid 
KV}.I·I~n!fecled (F) C!:U., (n = 4). Conductancc (G .. (IV - VK ) Val~1 we~ 
computed from ntImIl data usiog • polU1illm equilibrium ~!ItUJ (Vd 01 
-80 ",V, .... hicfl _lile average ¡o:verul ~1Il¡al ¡lIthesc ceUs and;, close 
10 !he e~ K· c:quilibrium poteutiaJ ot --90 mV. 

shown). Thc crrecls or 4-AP on thcse currenlS wcre nol exam· 
ined in detail. Preliminary cxperimcnts discarded 4-AP as a 
UM:ful tool lO distinguish native eUlll:nls eamed by ehannels of 
the Kv3 subfamily in pallidal neurons because the drug blod:s, 
also at low conccntrations, a com¡xment oí the outward current 
th.u also ¡s blocked by dendrotoxin. 

The eurrents obtained when both Kv3.1 and Kv3.2 proleins 
are co-expressed in Xe.nopl~.f oocytes (Vega-Saenz de Miera el 
al. 1994; Weiserel al. 1994) or CHO cells (dala not shown) are 
similar to those obtaincd in eells exprcssing only one of the IWO 

subunits. This ¡s not surprising given lhe similaritics bctween 
Kv3.1 am! Kv3.2 cum:nts and is consistent with Ibe oOserva­
tion mat hetcromultimcrie K v ehanncls have propcnics imer­
mcdiate bctwccn those of lhe corresponding homomultimcric 
ehannels (Olristie el al. 1990; Isacoff et al. 1990: K. McCor­
mack el al. 1990; Ruppcrsbcrg el al. 1990; Wciserel al. 199-1). 
Thc propcrtics of Kv3.1 ami Kv3.2 currents in CHO cclls an: 
summanzed in Table J. 
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CHO ceUi. A &lid 8: =orrh of tail curreou obtained by n:polarizing lhe ce1l 
10 • seric;¡ of membraDe potelItiali from -110 10 - JO mV jn 100mV ine",· 
mellti úter. 220-m¡ dcpotariulioo 10 -1-40 rnV. C: lime constanl!; of dC'lCl'· 
vatioa as. fuocUoa of voltap r ...... <cvual KvJ.I (O) oc KV).2 ¡_) lJ1IIl,[ected 
CHO edil obt.lined linm .ingle uponcnlial tiu 10 che lail CUll'enU. 

K" currents in acutely dÜ.fOciated neuron.f¡rom Ilze rat GP 

As a prodUCI of me enzymatic dissociation of lile GP, we 
Iypically found two morphological subtypes of neurons (Fig. 
7), similar 10 mose observed in previous studies of dissociated 
palLidal neurons (Stefani et al. 1992, 1995; Surmeier el al. 
1994). We also found nstrocytes and a population of smalJ cells 
(data not shown). AIJ our records wcre obtained from lhe (wo 
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n!.A in!ho: bam. le ... otuined hy tiuing!he nreri<!lClll>1 dal~ In !he SigOl,,;,1 
I."gi'lie Funni"n [I/fl • np( ~ ~111 101' Kv}.1 aoo K • .1l cu".~n" .... 1' O lS 
( •• -) and 0.2M m.\1 (--1. ""'J'CCl;"cly fu '" 41. 
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TAlItli 1. E/cctm/,hy.<io/fI/:;cnl pf/Jl'ut;(!.f tif Kv) ("ffrrellll n"d Ir.~.rt;.., in 'y/Je A alld l)l'e H /Jallidal ncuma.' 

ACI;UI;on 
Inacliva!;on 

V.~. mV V.".mV l. mV '.~. m~ ' ...... ms r[msl Rclcrcncc 

KvJ.1 -lOto -10 18.1 11 H " NA 
Kv3.! -20w-1O l2.1 ., , , NA 
Kv3.4 -20\0 -10 l' •. , , 19.9 
~p_m., lA) -2010 -10 [6.9 10,6 .. , 3'<, NA 
'cp T'E.' (8) -20\0 -10 1'> lO J.' l' 

AII mUlUII'nll:plS are rqxoned:d room ~mper.1IW",. RderellCCs: I.lhís woeL:; 2. Rudy el ,1. (l999!. V~. minimum voluge al which Ihere;s l;gn;licanl 
:lC1;vation 01' lile curnal; V,,,. mcmtnne 1'00cn!ialal wbich lhe conducUlOCC;. hlr maximat; -l llape 01' IKII'TTI-Itized G·V curw:; 1, ... time ror Ole cumnl 10 "se 
fmm 1010 9O'l of ;IS final val"" for non;n.activa\;nl cuma" and time 10 peal.: ror in",tivaling currena. bolh PI +40 mV; O:~r. liroe eOnSUlnt al' dnctivation al 

-40 mV; In.rtivalion r.time conolllll of inactivllion al +4il mV; NA. l\()( appIiclblc. 

main lypeS shown in r.ig. 7. Most ncumns (IYpe A, Fig. 7, A 
and B) had bipolar·fusiform or triangular shapc and wcrc 
similar in sizc and morphological appcarance lO pallidaJ 
GABAergic projccting neurons (Parle. el al. 1982: Sunneicr et 
al. 1994). Thc second Iypc. much las frequently encountercd 
(Iype B, Fig. 7e), consisled of multipolar cells lhal were 
distinguished mainly by having somas significanlly larger!han 
lhose of type A cclls. Thcse cells may cOlTcspond 10 !he large 
cholincrgic ncurons !hat lie along lhe medial border of!he GP 

(Surmcicr et al. 1994), bUI no evidencc of lhis was obtained in 
!his study. 

h "'as also possible lO group lhe dissociated GP ncurons 
according lo lhe amount and kinetics of!he transicnt currcnts 
observed when lhc cells were depolanzed from a holding 
poIential oC -80 mV. Figure 8 shows rccords from Lhrec 
djfferenl neurons al IWO holding potentials. Thc ccll shown in 
A has vcry liltle low-voltage activating A-lYpe curren!, whcreas 
lhis currenl is large in Lhc cells shown in e and E. In addition. 

D 

m;, 7. FR:~hly d¡\soci~lcU ~Iidal ""urnn •. A-C: im~&e' 01 ) Iypku nCur,,1IS fmm ",wly d"" ... u!cU "'. C.I' "hlain",1 undcr 
, .. ,.mar,k, "pI¡eo. rw" A.!)1'" cel" are ,I\''''''";n A ¡<Id 11 and n·l~·re cell in C. /): d¡'gram ill",!r~l;ng !h~ ,en¡"" (hlacl !rianglcI 
... h~n .1..-.,. u<cd lo, di"':"'~liO(l 
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AG. a. Outwatd cum:ots from aculely dissaci&ted pallidal 1IICIII'DII1. A.. C. 
and E: CUlTCIIIS io J repll:l.c:ntative OP Ilc:\lroDS expreuingdiffcmll ptVpOf\ions 
o! low-vollal!:c:·.ctivatilll u.uenl, A-typc: cu=ats. Dcpolaritiog pIlbu (m", 
-JO 10 +40 rnV -..ere applied fmm _ holding potential ot -80 mV ia !().mV 
;DCrements. B. D, ud F: rec:oros obtained fmm !he WDe cc:Us Vt. C. ud E. 
re.pc:divcly) whco dc:pobrlzc:d to!he: ume: voltagc, fmlll_ holdj¡,¡ poteaúal 
of -40 mV. Note: Ihal io -.ddition 10 tbe u..ic:nt =1, _ fl1lCtion oí thc: 
sul.waed currelll il. 1.150 intttiv&lc:d by holding thc mc:mllraDe &1 -.w mV. 

the cell shown in E has a substantial amount o( a slowly 
inactivaung A-Iype current similar to the 1". dcscribcd io 
pa1lidal neurons by Slefani et aL (1995). Thc records in Fig. 8 
also show !hat a holding potcntial o( -40 mV (Fig. 8, B, O, and 
F) inactivatcs not only thc transient currents but abo a sub­
stantial portion oC me sustained currenL We did nOl obsel\'e a 
c1ear correlation between me phcnotype of the currents at a 
holding potentiaJ oC -80 rnV and {he ceU's morphology. 

The expcrirnents described ncxt, airoed al searching (oc 
Kv3.1- and Kv3.2-1i1ce currents in dissociated pallidal ncurons, 
asked whethcr in mese cells thcre is a componcn! o( !he 
potassium curren! whose kinetics, voltage dependence, and 
pharmacology resemblcs mose oC the CUfTcnts recordcd under 
!he same experimental conditions io CHO cells expressing 
Kv3.! or Kv3.2 proteins. Thc rcsults will be presented in two 
parts each comprising results obtained from one of two distinct 
subpopulations of GP neurons, disunguishabJe by thcir mor­
phology and electrophysiological charnctcristics: [)'pe A and 
type B cclls. As indicatcd in MEn-tOOS, identicaJ intra- and 
extracdlular solutions to those used to record CWTcnts in CHO 
cells wcrc used in pallidaJ neurort recordings. 

Type A GI' lIeuronJ 

This group was composcd of cclls with fusiformlbipolar and 
triangularfmultipolar somata (such as !hose shown in Fig. 7, A 
and 8). Typical records obtained from a ccll with these mor-

phological charactcristics are shown in Fig. 9. Figure 9.4 shows 
a family of currenlS obtained during depolarizing pulses (rom 
a holding potcntial of -40 mV, and Fig. 98 iIIustrates the 
currents obtained in me same cell after the applicatioo oC I mM 
TEA te the external solution. lbe studies wi!.h Kv3.! and 
Kv3.2 currents in heterologous expression systems indicate 
!hat such a eoocentrauon ofTEA should climinate an important 
frac:tion (-80%) of!he current gcnerated by Kv3 channels. A 
holding potential of -40 mV was used to reduce the compo­
nenlS oC !he total K.f- curren! and facilitate the ¡solation of 
Kv3·like currenlS, which are not significantIy affected by hold­
ing the mc:mbrane al this potential (see Frg. 4)_ 

The currents reccrded under control conditions (loPc) begin 
te activate at about -20 mV and have chan!cteristics o( de· 
Jaycd rectifying currents. The TEA-resistant curren! compo­
nent (101'. R) also possesscs characteristics of a sustained cur­
rent of mc delayed rectilicr-type, although its activation 
kinetics is s10wer than that of loPc' Figure 9C shows the current 
cornponent sensitive to TEA (lapo TEA)' obtaincd by digital 
subtraction of !.hc current traces shown in B from me corre­
sponding traces in A In [)'pe A ceUs,lop. TEA is also a sustained 
current of!he delayed rectifier type that represents in this cell 
-5(}% ofthe total current from a holding potential (VH) 0(-40 
mV. Typica1ly the activation kinetics o( lapo TEA was faster 
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pallidal neul'OD. A_e: currepts obuined fn;>m • GP neuro~ b<:1d al -40 mV 
duria¡ dc:polatizina pulses (n;>m - JO t" +40 mV in 100rnV incremenu. b<:!nre 
(A) and artcr (8) Ihe applic&lioo or ! mM TEA, Trate. in e dlow thc 
"fEA·..,n.iuvc: componen! obtainc:d by digiul .ubtnclion 01" Ihe tcacc. in B 
froll1 tito.., in A. [n..el: I~ilion fn;>m +40 10 -40 ",V ... ith thc tail currcm 
wnpled at )O ~slpo;nt. D: plol of relativc: eonductancc: (GIG_,) of lb<: 
11:A_¡,elHiuve rum:nl (mm ¡,evenollYP"·A p.>llilbl ncuron. (~ .. ti). _. lil In 
I Bnltzmann I"unc\ion. 
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PIO. 10. CompariSCIa o(thc: IICtÍvatioa kinetlc:sofKvJ.I""¡ KvJ.l cum:1II< 
¡JI CHO 1711< .• nd t"" T1'.A·..,,,.i,ive c~1lI. ;", Iypo A p.ollidal ,,""""' •• 
Ct!m'nu obWaed (rollla CHD a:1J lJaIIúcc:ted with KvJ.1 (Al 01" KvJ.2 (8) 
c:DNAs. &lid the lEA_semitive c:u=at (l"0III a Iype A pallidaJ neuroII (C) 
obtIined du.ring voItage ,teps (rolll -JO to + JO IIIV. applied rrolll a holding 
poIcutial ol -~ IIIV ia I(}.IIIV incn:mcnts. D--G: 1st ISO ms oí the CUCJeIll 
n:c:onh obtaiaed &1 thc: indicatcd mcmbraoe !,,*alw (rom the tell' dIowa ill 
A-C ltave bot:lI galed and are: U\owa superimposed (or c:~SOII. 

litan mat of lop R (compare Fig_ 9, B and ('). It is aJso apparcnt 
Crom the rccmds shown in Fig. 9. 8 and C. that the lEA­
resistant and ·sensiLive eomponents of the current in this cell 
also diCfer in their rate oC deactivation at -40 rnV_ lñe deac­
tivalion oC I(;p. R is slow as eomparcd with the mle oí deacti­
valion oC lop. TEA (1deact ... 25.64 :!: 3.38 ms (n ... 9) Cor lop. 
R and 2.72 :!: 0.24 ros (n "" 6) (or I OP. TEA)' While the 
proportion oC lop. R and lop. TEA varied among type A cells 
(1 ranged between 30 and 8!5% oí total currcnt at a VH oC 
_4bTE~V, with a mean oC 54%). the kinetic fearures illustralcd 
here were reproducibly observed. 

Figure 9D shows the normalized conductance (GIG ..... ) Cor 
IGP• TEA' This COmponcnl oC the current staru aetivating be­
twcen -10 and -20 rnV. The eontinuous line represents the fit 
of the data to a Bolu:mann equation with a V1n and k oC 16.94 
mV aOO 10.59 mV· I

• rcspectively (n "'" 6). Thesc data show 
that the component of the outward current Crom type A cells 
mat is blocked by 1 m."A TEA resembles in voltage dependence 
as wdl as in activatioo 800 dcaclivation kinctics lhe CUITcnts 
camed by Kv3.1 and Kv3.2 channels. 

To explore this eooclusion Cunher. we comparro more 
doscly me kinctics of aclivation and dcacuvalioo of IGP• n,A 
with the kinetics oC Kv3.1 and Kv3.2 currents in CHO cdls. 
Figllle 10 shows CUITen! records obtaincd wim idenlical pulse 
protocols in CHO eclls lransCectcd with Kv3.! aOO Kv3.:! 

cONAs (A and 8, respectively) and lop, TEA in a type A GP 
oeuron (C). In D-G, we have scaled and supc:rimposed me fiBI 

150 ms of lhc currcnt tnlCCS in A-C, at Cour differenl vollages. 
Ir is clear from this comparison that the TEA·sensitive com­
ponent of the K+ current in type A GP nc:woos has aclivauon 
kinetics lhat closely resemblcs the aclivation kinetics of Kv3.1 
and Kv3.2 currents in CHO cells. 

lop TEA also resembles Kv3.1 and Kv3.2 currents in deac­
tivaUoo kinetics. Fig-¡rre 11 examines the kinetics of the t.ail 
current ~rded under control conditions in a typc A GP 
neuron. The lail currenl that rcsults fmm rcpolarizing the 
membrane potential from +40 to -40 mV (fig. IIA) was best 
Ilued by the sum of two exponentials. suggesting that the 
deactivation process oC this cwrent ¡neludes two components 
with Cast and slow time constants (T, = 1.78 ms and T2 - 21.8 
trIS, respectively). In contnlSt, the taiJ CWTent oC the TEA­
inscnsitive component (Fig. 118) and the TEA-sensitive com­
porcnt (Hg. IIC) can be fined lO a single exponenlial with 
time constants of 28.8 and 2.27 ms, respcctively. These two 
values rcsemble the time constanLS oC the two componenLS secn 
in the total currenL The time conslant oC deactivation oí tite 
TEA·sensitive currenl Crom a number of eJlperiments (n = 4) 
is ploued againsl the rcpolarizing membrane potential in Fig. 
liD. lop. l'l!A deactivates very Cast, at rates similar (aOO 
roughly intermediuy) lo those oC Kv3.1 and Kv3.2 cUITCnts in 
CHO cells. A surnmuy oí the comparison of the propcnies of 
lop. TEA in type A GP neurons with the propenies of Kv3.1 and 
Kv3.2 currents is shown in Table 1. 

Typt: 8 GP ~uroru 

1be eharneteristics ofthe currents obtained Crom GP neurons 
described earlier were typical of the majority oC the cclls 
studied. However, we Cound that in a small group o( cclls, I 
mM TEA blocked a Cast inactivating currenl Many oí these 
cclls (type B) had a dislÍnct morphology charneterized by Iarge 
multipolar somas with abaut Coue lO five dendrites (such as the 
cell illusu-ated in Fig. 7('). Typical records from one oC mese 
cells are shown in Fig. 12. Depolarizing pulses Crom a holding 
potential oC -40 mV produced currents oC the delayed rectifier 
type similar lo mose seen in type A cells (Fig. 124.). although 
the kinelies oC activation of these cum:nts was faster than that 
oC lile currcnts recorded in type A GP neurons (rise time 
between 10 and 90% at +40 mV o( 14.0:!: 1.2 ros, n '" 3 for 
type B cclls aOO 25 = 5 ms, n = 6 Cor type A cells). The 
predominant time constant oC deactivation oC the currents in 
these cells is slow (T = 25.86 :!: 1.17 ms aítee a pulse to +40 
mV; n ~ 4). Applieation oí I mM TEA inhibited -10-1!5% of 
the current (Fig. 128). The TEA-resistanl current had slowc:r 
activatioo kinetics than me control (10-90% rise time: 22.4 = 
2.5 ros, n = 3). The TEA-sensiLive component (/OP. TEA)' 

obtained by digital subtraction (Hg. 12(.), wa.~ composed pec­
dominantly oC a current mat activates vcry rapidly starting at 
vollages more posiLive than -10 mV (time to peak at +40 mV 
oC 3.6 :!: 0.7 ros, n = 4) and prcsented marl:ed and fa.~t 

inactivauon lhat could be filtCd to a single exponential ruoc­
tion. Figure 12E plots the time constant of inactivation oC thc 
transicnt currenl versus the polential during me pulse ror this 
ccU. Cleariy the rate of inacuvation is dependent on the \"oh­
agc. becoming Caster a.~ the clepolari7.ation increases. 

Thc TEA-scnsitive compoocnt in mese edil' also ineludes :1 
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renu. recosdcd rmm. Iypc A GP neurtln. A.: uil 
('UfmI1 obcalned flOm .. 1)1X A pallilhl DCWOQ 

duria;g repoLarizatinll 10 --40 mV aI\er" voIaqe 
.tep to +40 mV (mm. boIdia;g potclllial of 
--4{) mV. Dca.:tivalion CaD be fit!ed by !he_ 
of 2 e:lpO!lential fU!1Ctions. B: tail cum:at ab. 
woed (mm lile WDC cdl &lid duriu, !he _ vol. ptolOOOl as in A afIcr .tppIic&tÍoo d I 
mM lEA. In thil Cll.e. !he tail eurreot CaD be 
6ttcd 10 • siog~ e:lpODClI!W ÍlllICtioD.. C: ail 
currc:nt o( lile TEA·¡,msiti", ~an ab· 
wDed by subtractioa of die curm!1 re((I{'d ob­
LLiDed willl TEA fmm 1M ClllTeDt =ro ob­
taiDed be(~ TEA IOpplicatioa. Tail c:utmIl ii 
aho welllined by. iinpe ~ L'uDdioa 
_. o:urvei tincd 10 tbe ctperimellw poiolS <o: 
samplin, tate 60 J'SIpoilll). [); voIla&'C dq>aI. 
~ of the lime COII~i of deaclivlllioa of 
tite rnA·~iitivc CUI'mIt j¡¡ l.evual !)pe A GP 
lICW'01Ii <., 11 = 4). ~iv.ioo time COIISWIU 

(or Kv).1 (lI.) and Kv).! (O) cumoUl obWDedia 
CHO tcHs WlWII in Fi, . .s ha..: bceII rc:p\oIu:d 
bc::re lo (acilitatc COmparilOD willl lile dcactiv •• 
lioa o(tho: lEA·l.elliitive C'\I=:IlS in cypc A GP 
Da1nIns. 

Membrane Potential (mV) 

suswned component. The ratio ef sustained to transient com­
ponent varied (rom cell to eeU. It is smaU in !he cell iUustrated 
in Fig. 12 bUl represented up to -40% a( thc current in sorne 
Iype B neurons. The l'EA_sensitivc current in lhese ceO" 
staned to activare al vcry dcpolarized potentials (--10 mV) 
as was the case ef the lop, TEA in type A ceUs and Kv3.l and 
Kv).2 in CHO cells. The normalized peak cooductance (GI 
G ..... ) as a function ofvolr..age COl lile rast transient component 
oC severa! type B neurons is shown in Fig. IW. The experi­
mental dala wcre tit lO a Boltzmann function with a VII: and k 
of 15.47 mV ::!: 0.5 and 14.34 =. 1.0 mV-\ respec­
tivcly; n .. 4). 

The transicnt currcnts recorded (rom type 8 neurons oC the 
GP resemble !he currents expressed by Kv).4 protcins (Table 
1). These are protcins oC me Kv) subfamily mat express fast 
activating and inactivating currents rcsemhling Kv3.1 and 
Kv3.2 in voltagc depcndence and pharmacology (Rudy el al. 
1991b, 1999; Schroter el al. 1991; Vega-Saenz de Mienll el al. 
1994). This result was surprising al first because in situ hy­
bridization sludies reponed chal Kv3.4 was ooly expressed al 
very low levels in a scattered pattem in lite GP (Weiser el al. 
1994). 

Bccause there are no antibodies available against Kv3.4 
proteins, we used single-cell RT -PCR lO investigate whelher 
typc B edls in lite GP contain Kv3.4 transcriplS. Single­
strondexl cONA synthesized from thc mRNA obtained Crom the 
cytoplasm of severa! Creshly dissociated Iypc A and lyPC B GP 
neurans was used as lcmplate Cor two rounds oC PCR amplifi­
cation. In !he first mund, wc used a pair oC primers dcsigned (O 

amplify the products oC all Kv) genes. This was Collowed by 
amplification using intemal primers designed 10 amplify spe· 
cifically lhe produets oC KvJ.!, KV).2, and Kv3.4 genes (scx: 
delails in MEnlOOS). Thc amplified produets obtaincd whcn 
cDNA f(lr caeh Kv) genc was uscd as tcmplate arc shown in 
rig. 1 JA. Caeh product has a difCercnt molecular wcight faeil· 

italing the idc:ntification of me transcript. Figure ¡J, lJ.-D, 
shows the amplified bands obtaincd with several type A and 
lype B censo Thesc $ludies showed lhat KV).2 transcripts are 
fouod in mOSI type A (81%; n ... 17) and sorne type B cells 
(64%; 11 - 8), Kv3.1 is Cound mainly in type A cells (85~). 
and Kv3.4 only in type B cclls. 

DISCUSSION 

Key propert~s 01 Kv3.1 and KvJ.2 currenls expressed in 
mtJnunalian ceIllines 

Both Kv3.1 and Kv3.2 cONAs result in lite expressioo oC 
similar currcnts in CHO cells thal rcscmble the currcnts cx­
pressed in Xenopw oocytes (reviewcd in Vega-Saenz de Miera 
el al. 1994). Thcsc currents have severa! propenies (see Table 
1) !hat distinguish lItem from thase of other dclaycd rcctifier 
K+ ehanncls known (Coetz.ee el al. 1999). One propeny is D.n 

aclivation voltage range thal is more positive lhan that of othcr 
heterologously expressed voltage-gated K· ehanne[s, bcsidcs 
those oC !he Kv3 subfamily. lbe ehanncls ....,¡th lhc nearest 
activatioo voltage (Kv2.1 ami Kv2.2) stan activating al 10-20 
mV more negative potentials. A1though Kv) channel opening 
stans at high potentials (more positive !han -10 mV), !he 
probability oC ehannel opening ¡ncreases steeply with voluge. 
and >80% of the ehannels are opened al +30 rnV. The 
eurrents deactivate ver}' fast, al rates !hal are 2:7-10 times 
Caster (whcn compared al !he same vollage) than those of ocher 
known marnmalian voltage-gated K· channels, cxecpl foe 
Kv!.7 a nonneuronal member of the Kvl subfanlily (dcactiva. 
tion rates are 2-)limcs slowcr Ihan KvJ.1 or Kv).2) (Coet1.ec 
el al. 1999; Grissmcr et al. 1994). Thc rate of rise of Ihc 
currents is relalivcly fast; faster than many othcr voltagc.gatcd 
K' channcls (c.g., Kv2.x: Kvl.2) bUl slowcr than that of othcr 
vo[tagc-gated K' ehanncls such as sc\'cra! Kvl channc\s likc 
Kvl.l and KvL5 (Coelzce et al. 19991. In conU1lS1 lo othcr 



1524 HERNÁNDEZ·PI!"El>A IoT Al.. 

A 
,~ ~I , 
I , OOm. , 
1/' 

'\ 
-10mV 

B 

"- I 
.10mV E 

~ 
e .3 

-~ 
~ 

~ 
i 
.E 

<::: 
-10mV 

o 

->00 

E 
'00 

LO 

100 
Vm (mV) 

>O~ 
>O 20 30 '" 50 

Vm(mV} 

flG.12. VoILa.&e.dep"nden! K' cw-rems in tYl'" B pllllidal newuns. A: 
l"3milies o( K" cwn:nlS obu.ioed (rom I lyf'C B cell held at -40 mV IIId 
ilcpped I'mm - JO 10 +40 mV in l()..mV increments. B: current. in !he ume 
c.:1I and durinS ttae sam<: pu15C (II'Otocols Ii io A io Ole pttSCllCC of 1 mM TEA. 
C: T'EA.senii!ive CUrTUU.1 obtained by diSilal <ublraClioo o( ~OJds Iohown in 
8 (mm lhose io A. D: oormaliu:d pe;lk conduetance ,·oltaS': n:Lacioalohip (Ol!he 
TEA·<en,i¡j,·c (Ompollenl obIained fmm severa! type D (flls (I! _ 4). _. lit 1" 
J R"lIzl'I\;\.' (unction. E: voltage dcf'Clldcoce o( tlle lime COnltJnl of inacti-.... 
LÍnn orlhe tran~icOI componcn! "f!he TEA,<cnsi!ive component obtaincd from 
~tl lo a singlc c.\ponential runction 

delayed reclificrs, Kv3.1 and Kv3.2 currenls are nOI signifi­
camly inaclivatcd by depolarizing prepulsc. .. (sce Fig. 4) and do 
no! show cumulative inactivauon (Grissmcr el al. 1994; un­
publishcd obscrvauons). These distinClive prupcrtics are likely 
10 cndow ncumns with spccial electrophysiological pmpcnics 
(sce following lexl). 

Kd./-Kd.2 dw/Uzl!ü in pallidlll,lc,lrlm., 

The slUdies describcd here providc strong cvidcncc thal in 
pallidal ncumos, K v3.I-K v3.2 proteins io hctcrnmultimcrie 
C()l\Iptc~e~ form K' channc!:; mcdialing a high·voltage·acli. 
\":!Iing componenl of lhe dclaycd feclifier curren! ¡hal clo~[y 
re~c!1lhles lhe currcnl~ expressed hy lhesc protcins in heterol­
ogmls cxprcssion syslems. Thc irnmunnhislochcmical studics 
dcmnnS!r,HcJ thallhcre is exprcssion ofhom Kv3.1 aod Kv].:! 
prCllcins in thc GP uud lhul hoOm proteins are coloc;llil.cU in lhe 
.~all1c ~"CI1 type, the triangular and hipolar parvalhumin-cnntaiu­
¡ng ¡pv + I neurons, which consti!ulc Ihe m¡¡jor neuronallxlp­
u]¡¡tion in me rodem GP {~c following !extl. Mnrco\'cr, ami-

bocHes against KvJ.! (Ir Kv3.:! prlllcins cuprccipitate both 
subunil~. sltongly suggc.~ling that Ihe proteins exist in hctcro .. 
menc complexes. It remains 10 he shn ..... n, hnwcvcr, tllal the 
funclional channels are hetcromultimcric. This will he a diffi­
cull task unlcss major, nnl yet dctcclcd, differences helwcen 
homomultimcric and hetcromultimeric channcls are disco ... • 
credo We a1m have demOnStr.l.lcd mal in acutely dissocialcU 
pallidal neumns having triangular Of bipolar shapcs (typc A), 

shown to express Kv3.1 and KV).2 transcripts by single cdl 
RT-PCR, a componen! of lile curren! nO[ ioactivatcd whcn lhe 
cell is held al -40 mV and blocked by I m."J TEA, has 
pmpcrties thal eloscly rcsc:mblc mose of Kv3.1 and Kv3.:! 
channcls in CHO cells (sce Tablc 1). 

The coocentnltion of TEA uscd to ¡solalc !he current in 
pallidal neumns (1 mM) blocks >80% of Kv3.1 and Kv).2 
currents in hetcmlogous cxprcssion sy~lems. This concentra­
tion of TEA produces significant inhibition of only a few other 
known K + channcls. Thesc inelude lhe large conductancc 
CaH ·activaled K + channcls containing proteins of lbc slo 
family (Kd 80-330 ¡tM) and Kvl.l channels (Kd - 0.5111.\1) 
(Coetzee et al. 1999). Thesc channel types are unlikely lO 
oomributc lO !he current isolaled from rne paJlidal neuroos io 
these swdies. In our cxpcrimcOlS. lhe activatioo of CaH 

• 

aelivatcd K' ehannels was suppressed by using Cdl+ in me 
extracdlular SOIUlioo aOO by using BAPT A in lile intracellular 
solution. In the pallidaJ arca Kvl.l pmteins apparently are 
expresscd somatically ooly in the ventral pallidum (Wang et al. 
1(94). Morcover, Kvl.l channels alm are blocked by dendro· 

A B Kv3.1 

M 3.13.2 3.J 3.4 

e D Kv3.4 

ne-..lJ. Singlc.ecll RT·PCR lO idcn!iry K •. 1 lfan<enpl< in p~Uidal nru. 
'''n. _-\- ampld;cd pmdue!> nhu.incd ",!>en en"" rn, cacll nr Ibe 4 Kv) ¡;~n", 
w.\ \I,,~l al templalC. Amplilied p'tldue!> ..... CI"1' run in an 'gorn~ gel ".inc,! 
""ut. clbidum hn'mide. 1l-1J: amphlicd I'mduch ub13inw fn.m \c~cr¡¡II'"'Il,,1;,1 
nc'U,"n' oflbe ,nd,nlW 1)'1'" u\lng Kd.l (1/) .• KvJ.2 tO·. and K'·J,4-'rc,·,li, 
pnmrr_ (DI .\I,d",·ulu """igh! 'l:Ind:,nh l.\ll "'" <1>\.174 m'l~c", lrum 
fI",bt" 
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loxin (K., - 10-20 nM) (Coctzce et al. 1999). In pallidal 
neurnns, mis toxin blocked a small inactivating currenl com­
ponent (-10-15% oC total outward currenl) resembling a D 
current (WU and Barish 1992), which was supprcssed signifi­
cantly by holding thc cell at -40 mV. Dendroloxin also blocks 
omer channels oC thc Kvl subCamily lhat are nOl highly sen­
sitivc lo TEA (Coetzeeel al. 1999) and may mediate the O-liIee 
current in pallidal neurnns. 

This swdy confirms and extends the observations oC Du el al. 
(1996), who showed mal hippocampal intemcurons expressing 
K v3.1 proteins had a currenl that showcd resemblance to K v3.1 
currents in heterologous expression systems. A1s0 lhc I-type 
currenl in T Iymphocytes was shown lo be vecy similar to 
Kv3.1 currents in X~lWpus oocytes when recordings in lile two 
preparations were obtained wim the same solutions (Grissmer 
el al. 1992). Kv3.1-like currents also havc bocn describe<! in 
audilOry neucons (Wang el al. 1998). 

It appears Ccom thesc results that me properties of native 
channels cootaining Kv3.1 and Kv3.2 proteins are not signif­
icantly affected by factors such as associated subunits or pos­
translational modifications as might be me case for other 
c10ned subunits. al least in me cells swdied until now. lt is 
thereCore valid lo ask why wcre Kv3.1- and Kv3.2-likecurrents 
not described in the many neuronal populations expressing 
these proteins prior lo me c10ning swdies? Most W::e1y the Kv3 
channel-mediated current was buried in other components of 
thc K + currenL This emphasizes me suggcsti.on made in lhe 
introduction that experimental conditions and mcthods to iso­
late individual components of the K'" currenl tailored to scan;:h 
Cor specific cunent components are required beCore it is pos­
sible LO derennine whcthcr native currents resemble those in 
hetcrologous expression systems. In thc specific case oC palli­
dal neumos, the Kv3.1-Kv3.2 current isolatrd in ourstudy was 
most likely buried in the delayed rectificr component (/k ) 

isolated wilh 10 mM TEA by SteCCani el al. (1992, 1995). 

Pliysiological significallce 

The GP in rodenlS consist oC a main neuronal mass homol­
ogOlls to thc external segrnent oC me GP in primates and often 
is reCerred to sirnply f1S the GP. A smaller nuclear group 
situated al a cenain distance and cmbedded among the fibcr 
bundlcs oC the internal capsulc usualJy caUcd cnlopcduncular 
nudeus (nol includcd in mOSl of our dissociations) is lhought 
to cOITCspond to the intemal segmenl of the GP in primates 
(Heimc:r el al. 1995). The GP propcr contllins severa! neuronal 
populations. me majority oC which are rncdiurn lO large neu­
rons (20-40 ¡.an in length along lhcir longer axis) wilh a 
fusiConn (bipolar) or triangular shape. There are also small 
neurons (12-16 pro in Icngth), which may correspond to the 
small dissociated cells lhal were excludcd Crom thc present 
stuJy. anJ a Ccw sealtercd large multipolarcells locate<! mainly 
in the medial bordcr in rol. which may coITcspond lo cholin­
ergic neurons (Difiglia et al. 1982; Fox el al. 1974; Heimcr et 
aL 1995; lawhori and Mizuno 1981; Kita 1992, 1994; Kita and 
Kitai 1994; Millhouse 1986; Moriizumi and Hallori 1992; Park 
et al. 1982; Tkalch et al. 1998). MOSl pallidal ncurnns, indud­
ing the trian!,'tllar and CusiConn cells, are GABAcrgic. Many of 
thcsc cclls stain Cor parvalbumin, which labcls about lwo-thirds 
oC projecting pallidal ncurooS (Hontanilla cl al. 1994; Kita 
1994: Rajakumar el al. 1994a.b: Ricdcl et al. 1998). According 

to our inununohistochemical sludies, Kv3.1 and Kv3.2 are 
present in the PV+ neumns (Fig. 2). Furthermore the mor· 
phology oC the majority of thc dissocia!ed ccUs idcnlified as 
typc A in lhis study correspcmds to lhe morphology oC the PV + 
cdls in situ. Together with the rcsults Crom me single cell 
RT-PCR, lhis suggests thal the ncurons exprcs.sing Kv3.1- and 
Kv3.2-like currents correspond to me pcojecting GABAcrgic, 
PV +, neurons. 1be ventral pallidum, which may have contarn­
inated sorne: of our dissociauons, contains similar GABAergic 
and cholinergic neurons (Hcimer el al. 1995). 

The Kv3.I-K v3.2 component oC the delayed rccufiercurrenl 
in paUidal neuroos represcnts a significant component of me 
total K~ currenl (-50% oC the currenl when the 001 was 
depolarized Crom a holding potential of -40 mV) and is 
therefore likely lo conmbutc to the firing properties oí thesc 
cells. Becausc Kv3.1-Kv3.2 channcls are not opencd unul the 
mernbrane potential is depolarized beyond -10 mV. it has 
heen suggested that these channels are activated late in lile 
action potential and, when present in sufficient amoUOts, inftu­
cnce acUon potenúal repoIarization. Thus Kv3.1-Kv32 chan· 
neis would help dictatc action potenual duration without como 
peting much with the Na + current in generaung the rising 
phase oC an action potential and innuencing firing threshold, in 
contrnst LO K + channcls thal are activated earlicr duriog a spike 
(Lenz el al. 1994; Moreno et al. 1995; Rudy el al 1999; 
Sekirnjack et al. 1997; Vega-Saenz de Miera el al. 1994; Wang 
el al. 1998; Weiseret al. 1995). Thesc arguments, supponed by 
computer modeling (A. Erisir. D. Lau, B. Rudy, and C. S. 
Leonard, unpubtished data). suggeSl thal high-voltage-activat­
ing K + channcls would modulatc firing pcoperties more selec­
tively lhan K'" channcls that activatc al more negalive voltagcs. 

Many oC the neuronal populations expressing Kv3.1 and 
Kv3.2 channels fire trains oCbricf action potentials at high rates 
(Erisir el al. 1998; Martina el al. 1998; Massengill el al. 1997; 
Pemcy el al. 1992; Rudy el al. 1992; Sekirnjaek el al. 1997; 
Wang el al. 1998; Weiser el al. 1994, 1995), such as Cast­
spiking intemeurons in the conex and the hipp:x:ampus. 
Kv3.1-Kv3.2 channels may hclp maintain hi§h firing rotes by 
kceping action potentials shon, reducing Na channcl inacti­
valion, and facilitating fast rccovcry oC Na + channcls Crom 
inactivation by hypcrpolarizing the cell CoUowing the spikc. 
Their fast deactivation on repvlari7.ation wilI quickly climinate 
thc ¡necease in K + conductance, and therefore mese channc1s 
will contribute little lo incrcasing thc reCraclOry periodo K + 
channcls mat are open al lowcr potcntials or do not deactivate 
as fasl coulJ rcpolarize lile spikc but al lhe samc time also limil 
firing frequency by contributing 10 thc rcCractory periodo In fact 
phannacological treatments that supprcss Kv3 currents impair 
fasl spiking in ncocortical neumns, bUI blockadc of othcr K + 

currents actually increascs firing frequency (Erisir el al. 1998). 
Although there has oot becn a srudy combining immunohis­

tochemislry and e1cclCOphysiology of pallidal neumns, il is 
likely mat thc PV + pallidal ncurons corrcspond to thc repeti­
live tiriog group oC cells rccordcd in an in vivo intracellular 
study in ralS by Kita and Kitai (1991) hccause they both 
reprcsent the Jargest cell population and they have similar 
morphologies (Kita 1994; Kita and Kitai 1991, 1994). These 
cells, which probably corresponcl to the typc 11 neurons oh­
scr\'ed in intracellular rccording.~ from guinea pig slices 
(Nambu and Llinas 1994, 11)97), show fast rcpctilivc firing 
(s:200 Hz) with weak accornmodation when depolarizcd. 
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It is possible tIlat the role oC Kv3.I-Kv3.2 channels in PV+ 
pallidal neurons ¡s similar to lheir proposed role in corucal 
intemeurons to Cacilitate sustaincd high firing mtes. The firing 
frequency of lhe repctitive firing cells in the GP is 00( as high 
or sustained as tIlat of fast-spiking corucal neurons. Analysis of 
lhe currents in tIle laner cells shows that they have a signifi­
cantIy higher proportion of Kv3-like currents than pallidal 
neutonS and lack subthreshold-activating A-Iype currents (A. 
Erisir, D. Lau, O. Rudy, C. S. Leonard, unpublished data). 
These differcnccs in chanoel composition may explain the 
differences in spike Crequency adaptalion of!he Iwo ceU types. 
The rcsling potential of pallidal neurons will change the con­
tribution ofKv3 cumnts 10 the total CUrtenl, il ¡s thercCore aJso 
possible tIlat thc firing frequency or adapwion oC PV + pallidal 
neurans will depcnd on the rcsting potential. 

Exp~ssion and ml~ 01 c:1raJInds conluining Kv3.4 protdns 
in a sma/l subpopulalion 01 pallidal Murons 

The mesl surprising resull of this srudy was the finrnng of 
fasl, InUlsienl, high-voltage-activating, TEA-sensitive currents 
in a small subpopulation oC the dissociated cells. The currems 
resemble those expressed by Kv3.4 subunits in hetcrologous 
expression systems (rabie 1) (sec a1so Vega-Saenl de Mieraet 
al. 1994). TIte hypothesis Iba( these transient currents in GP 
neurons are media.ted by channels containing Kv3.4 proteins is 
suppolted by the findings rrom smgle-cell RT-f'CR. which 
showed that Kv3.4 uanscripts are present only in !he ceUs 
having lhe high-voltage activadng transient currenL We did nOI 
expcc[ lo find Kv3.4 channels in pallidal neurons bccause 
Weiser el al. (1994) reportc:d very wealc expression oC Kv3.4 
transcripts in the GP (in sjlU hybridization signals for these 
mRNAs were reportcd as "weakly abovc background" j. How­
ever. Wciser et al. (1994) cautioned in their paper tha! low 
expressioo of Kv3.4 tronscripts in neurons expressing other 
Kv3 proteins could be of physiological significance because 
Kv3.4 subunits can focm heteromultimeric channels with other 
Kv3 protdns resulting in a large amplification of thc: transient 
current. Typc O pallidal neurons might be an example oC thc 
situation predicted in this papero 

Ncvertheless relative lO me other omwar<! currents, the 
Kv3.4-like current in typc'O paUidal newuns conrributcs such 
a small proponion of !he total current !ha¡ one could be 
tempted to suggesl it cou1d play I¡¡tle role in !he excilability of 
thcse cdls. However, although !he Kv3.4-like current contrib­
utcs linle currenl, it produces a largc effcct on lhe risc time of 
the total current. The currents remaining aftcr I mM TEA are 
nOI ver¡ differcnl in magnitude from lhc original current: 
howevcr, !hey are clearly much slower (scc Fig. 12). This 
suggcsts a new role for K v3.4-likc currents: to accelerate thc 
ratc oC rise of lhe repolarizing currcnts. Funher studies of Iypc 
13 pallidal neumns or other cells exprcssing Kv].4 channcls 
will allow ruture tests of this hypothesis. 
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·Pero si me dan a elegir 

de entre las vidas (yo escojo) 

la del pirala cojo con pala de palo 

y parche en el ojo 

el viejo Iruán, capitan 

de un barco que luviera por bandera 

un par de tibias y una calavera .... ." 

Joaquin Sabina. 
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