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RESUMEN

El neoestriado forma parte de los ganglios basales, los cuales estan
involucrados en la regulacion de funciones motoras (mantenimiento de la postura,
asi como en la planificacién y ejecucién de movimiento), su disfuncion causa
enfermedades como la enfermedad de Parkinson, de Huntington y el
Hemibalismo. Este nucleo recibe numerosas aferencias glutamatérgicas de la
corteza cerebral sensorial, motora y de asociacion, asimismo recibe informacién
de los nucleos intralaminares del talamo. También recibe entradas dopaminérgicas
de la sustancia nigra pars compacta y entradas serotoninérgicas del nucleo del
Rafe dorsal asi como entradas del nucleo basolateral de la amigdala para el
nacleo accumbens. En el presente trabajo se investigo que tipo de canales de
potasio se encuentran presentes en las terminales glutamatérgicas de la sinapsis
cortico-estriatal de la rata, los cuales participan en un gran numero de funciones
celulares, como el control de la excitabilidad eléctrica de la célula, son los
responsables de restablecer el potencial de la membrana, participan en la
hiperpolarizacion, modulan el rango de disparo, por lo que tienen una funcion
importante de modulacién sobre la liberacién del neurotransmisor. Estos canales
son puntos criticos para la regulacion de la neurotransmision en el sistema
nervioso. Alteraciones en las funciones de estos canales pueden generar
perturbaciones en la excitabilidad de la membrana y la funcién neuronal. Son sitios
blanco de transmisores, de hormonas y de algunas drogas que modulan sus
funciones. Por lo que es importante estudiar que canales de potasio estan
presentes en las terminales aferentes glutamatérgicas y cuales de ellos pueden
ser activados por diversos neuromoduladores. Se utilizaron las técnicas
convencionales de amplificacidon y registro extracelular y experimentos de oclusién
farmacoldgica para determinar que canales de potasio se encuentran presentes en
las terminales sinapticas. Se utilizaron antagonistas no especificos de los canales
de K*: TEA (20 mM), bario (400 uM), cesio (5 mM),y4 -AP (1 mM), Debido a que
estos agentes son bloqueadores no especificos de canales de potasio, nos
basamos en la sensibilidad que los canales de potasio tienen para estos
bloqueadores, en algunos casos se utilizaron diferentes concentraciones para ver
la respuesta de los diferentes agentes bloqueadores sobre los canales de potasio
gue se encuentran en estas terminales sinapticas. Los resultados mostrados en el
presente trabajo sugieren que se trata de un canal dependiente de voltaje, como
podria ser el caso del canal de potasio Kv 1.4.



INTRODUCCION

LOS GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales son nudcleos subcorticales del cerebro medio vy
anterior. Estos nucleos estan constituidos por el neoestriado (formado por los
ndcleos caudado y putamen) (Lovinger y Tyler, 1996), el nacleo accumbens, la
substancia nigra pars reticulata (SNr), la sustancia nigra pars compacta (SNc), los
globos palido externo (GPe) e interno (GPi), y el ndcleo subtalamico (STN)
(Brodal, 1992; Wilson, 1998; Smith, et al, 1998). Los ganglios basales
desempefian un papel importante en la regulacion de las funciones motoras, el
mantenimiento de la postura, asl como en la planificacién, iniciacion y ejecucion
del movimiento (Bargas, et al, 1998A, Graybriel, 1990), su disfuncién puede
causar desordenes motores asociados con enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, hemibalismo y

diskinesia tardia (Wilson, 1998, Smith, et al, 1998).

En mamiferos, los Ganglios Basales se subdividen en dos componentes,
los cuales constituyen los sistemas estriato-palidal dorsal y ventral. El sistema
estriato-palidal dorsal consiste en la porcion dorsal del estriado, o estriado
propiamente dicho y el palido dorsal. Este ultimo se subdivide en dos partes con
diferente conectividad y quimio-arquitectura: el segmento externo del globo palido
y el segmento interno del globo palido. El sistema ventral estriato-palidal esta
constituido por el estriado ventral (nacleo accumbens y parte del tubérculo

olfatorio) y el pédlido ventral. La naturaleza estriatal del nucleo accumbens y la



porcidén de células medianas del tubérculo olfatorio ha sido establecida en base a
su desarrollo, conexiones y quimio-arquitectura. Mientras que el palido ventral

presenta caracteristicas similares con el palido dorsal (Wilson, 1998).

EL NEOESTRIADO

El neoestriado constituye la principal entrada a los ganglios basales, pues
recibe numerosas aferencias glutamatérgicas de la corteza cerebral sensorial,
motora y de asociacion, asimismo recibe informacién de los nucleos intralaminares
del talamo (Fig. 1). Recibe entradas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars
compacta y entradas serotoninérgicas del nucleo del Rafe dorsal asi como
entradas del nucleo basolateral de la amigdala hacia el nacleo accumbens (Afifi y

Bergman, 1999; Brodal 1992; Wilson, 1998).

LOS CIRCUITOS SINAPTICOS EN EL NEOESTRIADO

El neoestriado recibe aferencias de casi toda la corteza cerebral, por lo que
en general se reconocen algunos circuitos corticales que inciden en el
neoestriado: a) El circuito sensorial motor, cuyas aferencias provienen de las
cortezas motora primaria, premotora y suplementaria, que inciden en el putamen;
b) El circuito oculomotor, con proyecciones de las cortezas parietal posterior,
prefrontal y frontal, hacia el cuerpo del caudado; c) El circuito de asociacién, que
recibe aferencias de las cortezas parietal, premotora y prefrontal dorsolateral,
estableciendo sinapsis con neuronas en la cabeza del caudado; y por ultimo d) El
circuito limbico que involucra proyecciones al nucleo accumbens y cabeza del

caudado (Afifi y Bergman, 1999, Lovinger y Tyler, 1996).



Las principales aferentes glutamatérgicas provenientes de la corteza y del
talamo, establecen contactos sindpticos sobre la cabeza de las espinas
dendriticas de las neuronas espinosas medianas. Se trata de sinapsis asimétricas,
de tipo excitatorio. Las células piramidales que originan las aferentes que llegan al
estriado provienen, al menos en la rata y el mono, de las capas corticales V y VI

(Afifi y Bergman, 1999, Lovinger y Tyler, 1996).
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Figura 1 Principales aferentes y eferentes de los ganglios basales. En el
diagrama se observa la compartamentalizacién de la entrada cortical hacia el nucleo estriado. Las
neuronas de proyeccién de los estriosomas proyectan hacia la sustancia nigra pars compacta
(SNc) y reciben aferentes de ella. Las neuronas espinosas medianas de la matriz proyectan hacia
la sustancia nigra pars reticulata (SNr) asi como a los globos pélido interno (GPi) y externo (GPe).
El GPi proyecta hacia el talamo ventral lateral, y éste a su vez envia terminales a regiones motoras
de la corteza. El GPe proyecta reciprocamente al ndcleo subtalamico (STN), este a su vez proyecta
hacia la SNr. La SNr proyecta al tdlamo ventral anterior (VA) y dorso medial (MD). Estos nucleos
proyectan hacia las regiones limbicas de la corteza. En la figura se observan los sistemas
neuroquimicos que participan en la mayoria de estas vias: Acetilcolina (ACh), dopamina (DA),
dinorfina (Dyr), encefalinas (Enk), glutamato (Glu), acido y-aminobutirico (GABA), neurotensina (Nt)
y sustancia P (SP) (Modificado de Barral 2001)




Por otro lado, las colaterales de las neuronas espinosas medianas asi como
los axones de diferentes interneuronas, establecen sus contactos sinapticos en el
cuello de la espina dendritica, o sobre la dendrita, de otras neuronas espinosas
medianas (Wilson, 1998). En este ultimo caso se trata de sinapsis simétricas de
tipo inhibitorio (Shepherd y Koch, 1998). Sin embargo, las neuronas espinosas
medianas son inhibitorias GABAérgicas, al igual que la mayor parte de las
interneuronas del neoestriado, por lo que se supone que el neoestriado actua para
inhibir sus nucleos blancos. La mayor parte de las neuronas de proyeccion poseen
colaterales axonicas locales que van dejando ramificaciones cercanas a las
dendritas de las células vecinas. Por lo tanto, cuando las neuronas estriatales son
excitadas, producen inhibicién lateral en las neuronas que estadn a su alrededor.
De este modo, las sefales débiles son filtradas por las células que han recibido
sefales mas intensas. Cabe resaltar que los nucleos de salida, (GPe, GPi, SNr),
también poseen neuronas de proyeccion que son inhibitorias GABAérgicas. Por lo
que se forma un circuito de dos sinapsis GABAEérgicas inhibitorias en serie entre

estas neuronas (Misgeld, et al, 1979; Bargas et al, 1998?).

Cuando las neuronas del estriado son excitadas por las neuronas corticales,
producen una disminucién en la frecuencia de disparo de las neuronas de los
nacleos de salida, lo que a su vez desinhibe a las neuronas talamicas. Por lo
tanto, cuando se activa el neoestriado se desinhiben las vias tdlamo-corticales, lo
que facilita la accion de la via piramidal. La actividad de las neuronas espinosas

medianas de los mamiferos esta siendo continuamente modulada por la actividad



de diversas sustancias que son liberadas en el neoestriado (Parent y Hazrati, 1995

ayb)

LOS PRINCIPALES TIPOS CELULARES EN EL NEOESTRIADO

a) Neuronas Espinosas Medianas (NEM's).

La mayor parte de las neuronas en el neoestriado (cerca del 95-96%) son
de proyeccién, es decir, sus axones salen de este nucleo y establecen sinapsis
fuera de él (Lovinger y Tyler, 1996; Smeets y Reiner, 1995; Flores-Hernandez,
1997; Wilson, 1998). Reciben el nombre de neuronas espinosas medianas
(NEM's) por el gran niumero de espinas dendriticas que poseen, asi como por el
diametro de su soma (10-15 um), ademas de que sintetizan y liberan GABA

(Brodal, 1992).

Las neuronas del estriado pueden desplegar un pronunciado retardo en su
transicion de la descarga del potencial de accion que esta mediada por el
desarrollo lento de la rampa de despolarizacién (Gabel y Nisenbaum, 1998). Se
pueden agrupar en dos clases dependiendo de sus sitios blanco axonales, una
clase de neuronas espinosas (aproximadamente la mitad), que proyecta hacia el
segmento externo del globo palido forma la via directa. Mientras que otro tipo de
neuronas espinosas medianas tiene sus axones altamente colateralizados,
proyectando hacia el segmento externo e interno del globo palido y a la sustancia

nigra. Este grupo de neuronas forman la via indirecta del neoestriado (Wilson,



1998). Estas neuronas utilizan GABA como su principal neurotransmisor (Smith, et

al, 1998).

b) Interneuronas

Existen, también neuronas cuyos axones se quedan en el propio

neoestriado, estableciéndose como interneuronas (Lovinger y Tyler, 1996; Smith,

et al, 1998; Wilson, 1998). Sus caracteristicas se han determinado por registros

intracelulares, técnicas de tincién e identificacién inmuno-citoquimica basandose

en el contenido de neuromoduladores y neurotransmisores (Wilson, 1998). De

ellas se han descrito:

1)

Interneuronas colinérgicas: Representan menos del 2% de todas las
células en el neoestriado, estas neuronas exhiben grandes arboles
dendriticos y ejercen una poderosa influencia sobre el disparo de las

neuronas de proyecciéon (Wilson, 1998; Kawaguchi, 1993).

Células en canasta que contienen GABA y parvalbumina (Kita, 1993;
Wilson, 1998). Son células no-espinosas que rodean a los somas de las
neuronas espinosas medianas. Representan del 3 al 5 % del total de la
poblacion neuronal. Presentan disparo rapido y exhiben potenciales de
accion de corta duracién y un post-potencial hiperpolarizante pequerio; lo
que permite el disparo sostenido a altas frecuencias y sin adaptacién

(Kawaguchi, 1993; Wilson, 1998).

Células que ademas de GABA contienen somatostatina y oxido-nitrico

sintetasa. Representan menos del 2 % de la poblacién neurona (Di-Figlia y



Aronin, 1982; Takagi, et al, 1983; Wilson, 1998). Se trata de neuronas que
presentan un disparo regular, una pronunciada adaptacién a la frecuencia

de disparo y potenciales con depolarizacidén sostenida (Kawaguchi, 1993).

Las neuronas del neoestriado tienden a aglomerarse formando islas o
parches quedando la mayoria de estas entre estos parches formando la matriz
estriatal. Las capas profundas de la corteza cerebral proyectan hacia los parches
estriatales, mientras que las capas superficiales proyectan hacia la matriz por
medio de las neuronas piramidales de proyeccion y glutamatérgicas que hacen
sinapsis con las neuronas estriatales medianas (Smith-Nielsen, 1997; Nicholls y

Lopatin, 1997; Cingolani y Houssay, 1998).

LA TRANSMISION SINAPTICA

La transmision sindptica es el mecanismo por el cual la informacion es
transferida de una neurona a otra (Katz, 1966; Hammond, 2001), ocurre en sitios
especializados llamados sinapsis, siendo este el principal sitio de comunicacién
entre las neuronas. Este proceso se puede llevar a cabo por dos mecanismos: uno
eléctrico y otro quimico (Smith-Nielsen, 1997; Nicholls y Lopatin, 1997; Cingolani y
Houssay, 1998). Existen otros tipos de comunicacion interneuronal, como la
transmision eféptica, que sin embargo no se relacionan con la transmision

singptica (Kamermans y Fahrenfort, 2004; Kandel et al, 2000)



SINAPSIS ELECTRICA

En las sinapsis eléctricas parte del cambio en el potencial de membrana
(Despolarizacién durante un potencial de accién) de la célula presinaptica se
difunde directamente a la célula postsinaptica, (Cardinalli, 1992) por una via de
baja resistencia denominada unién estrecha o uniéon comunicante, formada por
conexinas, se trata de un tipo de comunicacién rapida y en forma bidireccional
(Simon y Goudenough 1998). En este tipo de sinapsis no esta involucrado ningun

intermediario quimico (Cardinalli, 1992).

SINAPSIS QUIMICA

En las sinapsis quimicas si existe un intermediario quimico
(neurotransmisor) con el que la neurona presinaptica se comunica con la neurona
postsinaptica. En la figura 2 se muestra una sinapsis quimica. En ella podemos
observar dos componentes. Un componente presinaptico y un componente
postsinaptico, el primero de ellos corresponde al elemento terminal del axén y la
salida de la senal electroquimica que envia la neurona efectora conocida como
terminal nerviosa o botén sinaptico. En esta zona el axén se ensancha y su
membrana forma el componente presinaptico y se adosa a la membrana de la otra
neurona especializada formando el componente postsingptico (Hammond, 2001;

Kandel, et al, 2000; Zimmermann, 1993).



Este tipo de sinapsis se utilizan sustancias transmisoras o
neurotransmisores con las que la neurona presinaptica se comunica con la
neurona postsingptica, estas substancias transmisoras son sintetizadas y
almacenadas en vesiculas sinapticas, siendo liberadas posteriormente al espacio
extracelular por la neurona presinaptica. (Hammond, 2001; Kandel, et al, 2000;
Katz, 1966). La probabilidad de liberacion del neurotransmisor aumenta cuando la
terminal presinaptica es despolarizada por un potencial de accién (Kandel, et al,
2000). En este caso, se trata de exocitosis regulada por sensores que se activan
con el cambio de la concentracién interna de Ca?* (Walmsley, et al, 1998;

Hammond, 2001; Zimmerman, 1993; Johnston, y Wu, 1995; Kandel, et al 2000).

Terminal sinaptica
de la neurona
¢ presinaptica

Vesicula
sinaptica
Neurotrasmisor
Vesiculas
sinapticas
liberando canal ionico
neurotrasmisor cerrado

Neurotrasmisor

acoplado al . Dendrita de la
receptor abre el [T célula
canal ' e postsinaptica

Figura 2. Sinapsis tipica del sistema nervioso. En la figura se observan los
componentes pre- y postsinapticos. En la parte presinaptica se observan vesiculas sinapticas que
llegan al sitio activo donde se fusionan para liberar neurotransmisor y vesiculas que se encuentran



en el sitio activo y que estan liberando neurotransmisor al espacio sinaptico y en la parte
postsinaptica se observan receptores postsindpticos que estan reaccionando con el
neurotransmisor que fue liberado, mismos que permiten la apertura de los canales iénicos que se
encuentran de ese lado de la postsinapsis.

En condiciones de reposo la probabilidad de liberar una vesicula es muy
baja. Esta probabilidad se incrementa poderosamente cuando la terminal nerviosa
es despolarizada por un potencial de accién (Hammond, 2001; Debanne, et al,
1996; Zimmerman, 1993). Permitiendo la apertura de los canales de calcio
sensibles al voltaje, presentes en la terminal presinaptica. El calcio entra a través
de estos canales evocando un incremento en la concentracion de calcio

intracelular, necesario para la liberacién de vesiculas sinapticas (Ver figura 3).

Canales de calcio Elemento postsinaptico

a 3 B
@) sensibles a voltaje

Elemento presinaptico
{axdon terminal)

g }}: Canal cerrado
(6)

Canal abierto

+i3-6
(5d)
Vesiculas
sinapticas
(ue contienen Enz
neuro- Mitocondria
trasmisor Vesicula reabsorbida (5c)

Proceso glial

Polaridad de la transmision
sindptica

Figura 3. Liberacion de Neurotransmisor. Se muestra como ocurre la liberacién de
neurotransmisor hacia el espacio sinaptico.1) llega el estimulo a la terminal presinaptica
produciendo un cambio en el potencial de membrana de la célula presinaptica, 2) los canales de
calcio dependientes de voltaje se abren; permitiendo la entrada de calcio a la terminal sinaptica, 3)
la entrada de calcio produce que las vesiculas que estan listas para ser liberadas se fusionen, 4) el
neurotransmisor es liberado al espacio sinaptico, 5) el neurotransmisor reacciona con los
receptores postsinapticos, o pueden ser degradadas por diversas enzimas, 6) la reaccion del



neurotransmisor con el receptor postsingptico activa conductancias de los canales i6nicos que se
encuentran en ese lado (Modificado de Hammond, 2001).

La liberacion de neurotransmisor ocurre en la zona activa del complejo
sindptico (Walmsley et al, 1998). La liberacion de las vesiculas sinapticas en la
terminal nerviosa sigue los siguientes pasos: 1) movilizacion: después de que se
llenan las vesiculas sinapticas de neurotransmisor por medio del transporte activo,
las vesiculas se trasladan hacia la zona activa, 2) atrancamiento: las vesiculas se
juntan en sitios definidos de la membrana plasmatica presinaptica, 3) priming:
incluye reacciones dependientes de ATP que ocurren después de que la
exocitosis pueda toma lugar, 4) fusion: el incremento local de la concentracidon
interna de calcio dispara la exocitosis de vesiculas, 5) recuperacion y reciclaje: las

vesiculas vacias se reciclan por medio de la endocitosis (Hammond, 2001)

LA MODULACION SINAPTICA.

La liberacibn de neurotransmisor esta influenciada por diversos
mecanismos. (Lovinger y Tyler, 1996). La activacién de receptores presinapticos
(autoreceptores, heteroreceptores) pueden regular la liberacibn de
neurotransmisor, ya sea que modulen a los canales de potasio, modulando
directamente a uno o mas componentes del aparato vesicular de liberacién, o
inhiben los canales de calcio que se encuentran en las terminales nerviosas

(Miller, 1998).

Los mejores candidatos que pueden producir neuromodulaciéon son los

neurotransmisores y algunas hormonas, pues actian sobre los receptores de los



canales, los cuales afectan a través de la membrana: a los canales, bombas,
enzimas, el citoesqueleto, los factores de trascripcion, algunas proteinas, etc. Es
decir, los neuromoduladores modulan regulando la actividad de la célula y puede

alterar la actividad que una célula realiza.

MODULACION PRESINAPTICA POR CANALES DE CALCIO Y DE POTASIO.

La modulaciéon presinaptica por canales de potasio consiste en activar
conductancias de potasio como lo rectificadores entrantes u otros canales de
potasio a través de receptores acoplados a proteinas G (Charlton, et al, 1982). Al
incrementar la conductancia del i6n potasio se disminuye la duracién y la amplitud
del potencial de accién en la terminal sinaptica. Por lo tanto, la despolarizaciéon en
la terminal sindptica es menos efectiva, ya que los canales de calcio menos tiempo

abiertos y en consecuencia menos cantidad de neurotransmisor es liberado.

El influjo de calcio a través de los canales de calcio dependientes de Voltaje
juegan un papel importante de la liberacion de neurotransmisor. Ademas de la
actividad de los canales de calcio presinapticos, el curso temporal de la
repolarizaciébn en un potencial de accidon presinaptico, es controlado por la
actividad de los canales de potasio presinapticos, determinando la cantidad del
influjo de calcio (Miller, 1998). Donde la activacion y desactivacién de muchos
canales de potasio es voltaje dependiente, cualquier cambio en el potencial de la
membrana como resultado de la invasién de potenciales de accion, podria alterar
potencialmente la actividad de estos canales y por consiguiente modular el influjo

de calcio en respuesta a los potenciales de accién subsecuentes. Asi los niveles



de calcio intracelular pueden también regular a los canales de K* (Figura 4). La
modulacion dependiente de la actividad de las corrientes de potasio ha sido
observada tanto pre como postsinapticamente (Hille, 2001; Quiang y Saggau,

1999; Miller, 1998).

Canal
Micotinico

MNatfCa?*

SHT '1'-. » ACh
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Figura 4 Modulacién presinaptica. Se observa que la modulacion presinaptica esta dada
por la actividad de receptores presinapticos que pueden estar siendo activados por diversos
neuromoduladores (Acetilcolina, Norepinefrina, Dopamina, GABA, Opiaceos, Serotonina). La
activacion de estos receptores presinapticos puede influenciar principalmente la actividad de los
canales de calcio y de potasio que se encuentran en la terminal sinaptica, haciendo mas o menos
eficiente la liberacién de neurotransmisor (Modificado de Barral, 2001).




MODULACION DIRECTA DE LA MAQUINARIA DE LIBERACION

El complejo de liberacién contiene muchas proteinas importantes en el
acople y liberacion de las vesiculas singpticas. La activacion de un receptor
presinaptico puede alterar las propiedades de una o mas de estas proteinas

inhibiendo la liberacion de neurotransmisor de esta manera. (Miller, 1998.)

LOS CANALES IONICOS

Los canales idnicos, estdn formados por proteinas de la membrana
(Kaczorowski y Garcia, 1999; Curran, 1998) que regulan importantes funciones en
todos los organismos (Curran, 1998) entre las cuales encontramos el flujo de
iones, la selectividad para uno o mas tipos de iones pueden abrir o cerrar
respondiendo a los estimulos eléctricos, mecanicos o quimicos (Grippo y Grippo,
2001), tienen la sensibilidad de trasmitir el potencial eléctrico a través de la
membrana o por una sustancia neurotransmisora, y tienen la habilidad de ser

modificados por una variedad de sefales bioquimicas intracelulares (Wilson, 1998)

En los ultimos afos, algunos canales idnicos han podido ser investigados
mediante alteraciones dirigidas en el canal (modulando), ya sea con moléculas o
sustancias que llegan a actuar sobre ellos, alterando la actividad que realiza el

canal, lo que puede ocasionar que a veces haya modificaciones en la transmisién



del mensaje, estas alteraciones pueden durar desde algunos segundos hasta

varios minutos.

CANALES DE POTASIO

Entre los canales i6nicos que se encuentran en las terminales nerviosas
encontramos a los canales de potasio (Meir, et al, 1999; Millar, 1998) los cuales
participan en un gran numero de funciones celulares importantes (Kaczorowski y
Garcia, 1999), tales como: mediar el flujo de iones potasio entre el exterior y el
interior de la célula a través de un poro (Choe, 2002). Los canales de potasio se
activan por el cambio en el potencial de membrana, controlan la excitabilidad
eléctrica de la célula (Kaczorowski y Garcia, 1999), participan en la
hiperpolarizacién, modulan el rango de disparo (Meir, et al; 1999; Tan, 1999),
asimismo patrticipan en la liberacién de neurotransmisores (Kaczorowski y Garcia,
1999), por lo que se les ha asociado con una funcién importante de modulacién
sobre la liberacidén del neurotransmisor (Meir, et al, 1999; Kaczorowski y Garcia,
1999). Su actividad es controlada por el voltaje de la membrana, Ca?*, Na*, o por
efectos de la fosforilacién y/o segundos mensajeros, por lo que despliegan una

gran variedad de caracteristicas biofisicas (Gribkoff, et al, 2001).

Durante la década pasada, los canales de K™ han sido clonados, con lo que
se definieron sus propiedades especificas como: la estequiometria de las
subunidades, ensamblaje y modulacién por segundos mensajeros (Char-chang,
2000), utilizando agentes bloqueadores permeables a la membrana celular y

bloqueando la conduccion de los canales (Kaczorowski y Garcia 1999), o



disminuyendo la selectividad al ion. Por otro lado se han realizado estudios de
mutagénesis dirigida en donde se puede ver como es la actividad de los canales
cuando se alteran algunos de los genes que codifican para un canal en particular

(Jarolimek, et al, 1998).

En la actualidad se conocen mas de 100 genes que codifican para las
diferentes familias de los canales de potasio (Phil, et al, 2000). Se sabe que la
gran mayoria de las células, sino es que todas, tienen canales de potasio, pero
aun no se ha establecido que tipos estan presentes en cada una de ellas, ya que
es dificil distinguir su contribucién individual. Estos canales se encuentran tanto en
eucariontes como en procariontes y constituyen un factor central para la vida
celular (Hille, 2001). En organismos superiores los canales de potasio se han
convertido en factores primarios del sefialamiento intracelular, particularmente

entre las neuronas (Choe, 2002; Char-Chang, 2000).

ESTRUCTURA DE LOS CANALES DE POTASIO

Los canales de potasio son una ubicua y diversa familia de proteinas de
membrana (Char-Chang 2000; Gribkoff, et al, 2001) altamente conservadas a
través de los diferentes grupos filogenéticos (Gribkoff, et al, 2001). Estos canales
estan formados por dos subunidades, alfa y beta (Phil, et al, 2000), la subunidad
responsable de la selectividad del i6n es la subunidad alfa, se encuentra integrada
a la bicapa lipidica (Fig. 5). La subunidad alfa tiene una region muy estrecha
formada por amino&cidos, llamada “REGION DEL PORO” o simplemente regién P

(Smith-Nielsen, 1997; Nicholls y Lopatin, 1997; Cingolani y Houssay, 1998; Choe,



2002). Esta subunidad se encuentra altamente conservada, ya que es la
formadora del filtro de selectividad para los iones potasio (Hille, 2001). Estos
canales generalmente actuan hiperpolarizando a las neuronas por medio de su
apertura, permitiendo el flujo de K* hacia adentro de la célula en un gradiente de

concentracion (Gribkoff, et al, 2001).

Region del
poro

Figura 5. Estructura de los canales de potasio. Se observa la zona que es selectiva a
los iones potasio (regién del poro).Tomado de Doyle, et al, 1996

Existen varias clases de canales de potasio (Phil, et al, 2000), comUnmente
estan divididos en cuatro clases estructurales, basandose en el numero de
dominios transmembranales y poros que contienen. Las cuatro clases estan

constituidas por: A) 6 dominios transmembranales con una region del poro, B) 2



dominios transmembranales con una region del poro, C) 4 dominios
transmembranales con 2 regiones del poro, y D) 8 dominios transmembranales
con 2 regiones del poro (Fig. 6). Estos se pueden dividir en familias dependiendo
de sus propiedades biofisicas o0 en subfamilias dependiendo de la homologia de

las secuencias (Gribkoff, et al, 2001).

CANALESSTM/1P

Son una familia de proteinas de membrana que estdn muy relacionadas y
que difieren en su desarrollo de apertura, conductancias y farmacologia. Su
inactivacién esta en el rango de los milisegundos a segundos y los canales de
potasio con diferentes propiedades de inactivacién tienen un efecto diferente en la
integracion de la sefial y en las propiedades del disparo repetitivo de la neurona

(Choi, et al, 1991).

CLASES ESTRUCTURALES DE CANALES DE POTASIO



Figura 6. Clases estructurales de canales de potasio. En la figura se observan tres de
las cuatro clases de canales de potasio. En el lado izquierdo se observa a la clase que tienen dos
segmentos transmembranales y un poro (2TM/1P), en medio a la clase que tiene cuatro segmentos
transmembranales con dos poros (4TM/2P) y en el lado de la izquierda se observa a la clase que
tiene seis segmentos transmembranales y un poro (6TM/1P).

A esta familia corresponden los canales de potasio que se abren por
cambios en el voltaje transmembranal, conocidos como canales Kv, que tienen 6
segmentos transmembranales (6TM) y una regién P (1P), son comunmente
conocidos como canales 6TM/1P. En esta categoria se incluye a los canales de K*
dependientes de calcio, los cuales presentan una hélice adicional (llamada SO),
localizada en el amino terminal del segmento transmembranal 1 (Sl), la cual queda
en el lado extracelular de la membrana, estos participan en el control de la
excitabilidad eléctrica celular (Meir, et al; 1999). Esta familia incluye a los canales

de K" denominados como con Shaker y eter-a-go-go (Herg), asi como canales de



K* activados por calcio y canales KCNQ, activados por la despolarizacién (Figura

6) (Char- Chang, et al 2000).

Los canales pertenecientes a esta clase tienen importantes caracteristicas como:

1) Canales dependientes de calcio: se pueden encontrar en neuronas a
través del sistema nervioso de los vertebrados. Se activan por las
concentraciones internas de calcio, o por el calcio interno y la
despolarizacién, son llamadas conductancias pequenas activadas por
calcio (SK) y conductancias grandes (BK), respectivamente (Meir, et al;
1999). Los canales SK juegan un papel fundamental en todas las células
excitables, ya que son canales independientes de voltaje. Son activados
por un incremento en el nivel de calcio intracelular, como ocurre durante
un potencial de accién. Su activacion causa hiperpolarizacién de la
membrana, la cual inhibe el disparo celular y limita la frecuencia de
disparo de los potenciales de accidn repetitivos. La fase inicial esta dada
por la activacién de los canales BK, mientras que la fase lenta esta dada
por los SK, los cuales son abiertos solamente por iones calcio
intracelularmente (Bond, et al,1999). Los canales BK, son canales
dependientes de voltaje, su apertura es controlada por el voltaje
transmembranal. Son altamente dependientes de la concentracion

intracelular de calcio, limitando la excitabilidad neuronal.



2) Los canales dependientes de voltaje se encuentran grandemente
distribuidos en las neuronas. El rol de estos canales esta en que
controlan el potencial de descanso de la membrana (Tan y Llano, 1999).
Las corrientes de voltaje activadas por voltaje que se encuentran en las
terminales nerviosas pueden ser moduladas sinapticamente por varias

moléculas y drogas.

CANALES 4TM/2P

Otra de las familias de canales de potasio que contiene 4 dominios
transmembranales y dos regiones P (4TM/2P) se conocen como “leak”, o canales
de corriente de fuga (Phil, et al, 2000), intervienen en el mantenimiento del
potencial de la membrana (Meir, et al; 1999). Representan la familia de canales de
K" mas abundante, con mas de 50 tipos diferentes. (Char-hang, et al, 2000, Figura

6)

CANALES 2TM/1P

Quizas la familia de canales de potasio mas simple, en cuanto a su
arquitectura, se encuentra en la familia de los canales de potasio rectificadores
entrantes (Kig), estos canales estan formados por 2 hélices transmembranales
(2TM), y una regioén del poro entre ellos, (Char-chang, et al, 2000) de alli a que
algunas veces se les llame como 2TM/1P (Phil, et al; 2000, Figura 6). Estos
canales conducen las corrientes de K* en direccion entrante (Char-Chang, et al,
2000), por ello son importantes en el restablecimiento del potencial de la

membrana durante el reposo. Estos canales son muy importantes en la regulacion



de la secrecion de la insulina, la respuesta a la isquemia cardiaca y cerebral,
ademas, de que participan en el control del tono muscular vascular (Reimann y

Ashcroft, 1999; Phil, et al, 2000)

Los canales Kig cumplen dos funciones principales en la célula: Establecen el
potencial de membrana en el reposo a valores cercanos al potencial de equilibrio
para el K" y median el transporte de K" a través de la membrana (Jones, 1997;
Reiman y Ashcroft, 1999). Estos canales conducen mas corriente cuando el
potencial de la membrana esta hiperpolarizado que cuando esta despolarizado. Esta
propiedad resulta principalmente de su dependencia al voltaje bloqueando las
corrientes salientes por cationes citoplasmicos (Mg?* y poliaminas), que entran al
poro por la influencia del campo de voltaje de la membrana e impiden el influjo de
potasio. Estos cationes interactian con residuos de cargas negativas del 2TM y/o
con el carboxil terminal para inducir la rectificacion entrante (Reiman y Ashcroft,

1999).

CANALES DE POTASIO PRESENTES EN LAS TERMINALES NERVIOSAS.
De acuerdo a Meir, et al, 1999, en las terminales nerviosas se pueden

presentar los siguientes tipos de canales de potasio:

a) Rectificador retardado (Ky): Sobresalientes en muchas células excitables,
con potenciales de accion cortos (1-10 ms), son activados en la
depolarizacién y exhiben poca o ninguna inactivacién dentro de los cientos

0 miles de segundos.



b) Transitorios rapidos A (Ka): activados en la despolarizacion, especialmente
después de periodos de despolarizaciéon, y se inactivan rapidamente,
usualmente entre 1-100 milisegundos.

c) Canales de activacion lenta: Se activan en la despolarizacion, comunmente
llamados Ks. Se activan en los ultimos segundos, son menos selectivos.

d) Canales dependientes de calcio (Kca): Se activan por las concentraciones
micromolar internas de calcio, o por el calcio interno y la despolarizacién, se
trata de los canales de potasio tipo SK 'y BK.

e) Canales dependientes de ATP (Katp): Son canales de potasio insensibles al
voltaje, normalmente cerrados, se activan cuando el nivel intracelular de
ATP decrece.

f) Canales S: Sensibles al voltaje, se cierran por accién de la serotonina (5-

HT), se encuentran en neuronas sensoriales y en terminales nerviosas.

FARMACOLOGIA DE LOS CANALES DE POTASIO.

Un avance importante en el estudio de los canales de K" ha sido el
descubrimiento de agentes bloqueadores, toxinas y antagonistas para estos
canales. Los bloqueadores de canales de potasio incrementan la liberaciéon del
neurotransmisor por el desbordamiento de potenciales de accion presinapticos,
indicando que los canales de potasio dependientes de voltaje en la terminal
nerviosa juegan un papel regulatorio en la liberacién del neurotransmisor (Katz y

Miledi, 1970).



Las corrientes de potasio abiertas por voltaje también pueden mediar la

modulacién sinptica por varias sefiales moleculares y drogas (Ishikawa, et al,

2003). Por lo que es importante conocer de qué forma llegan a actuar, algunos de

estos agentes bloqueadores de canales de potasio que participan en la

modulacién presindptica cortico-estriatal. Entre los principales bloqueadores de

canales de potasio tenemos:

a)

b)

Bario. El bario es un bloqueador no especifico de canales de potasio, que
bloquea extracelularmente a los canales rectificadores entrantes (Nisenbaum y
Wilson, 1995), los rectificadores retardados (Hille, 2001), y los canales de
potasio que son dependientes de ATP, mientras que por el lado intracelular
bloquea los canales de potasio dependientes de calcio (en especifico a los BK).
(Hille, 2001; Nisenbaum y Wilson, 1995). Este bloqueo ocurre ya que el bario
tiene la misma estructura de cristal que el del idn potasio, 0 sea que tiene la
misma afinidad que el i6bn potasio, bloqueando las conductancias del poro, asi
el bloqueo puede ocurrir tanto interna como externamente (Taglialatela , et al,

1993).

Cesio. El cesio es un agente bloqueador no especifico para los canales de
potasio que extracelularmente puede bloquear a los canales de potasio
rectificadores entrantes, (Nisenbaum y Wilson, 1995) a los rectificadores
retardados, las corrientes tipo A (Bielefeldt, et al, 1992), y a los canales de
potasio dependientes de ATP en tanto que por el lado intracelular puede

bloquear al canal rectificador retardado (Hille, 2001). Bloquea



c)

presindpticamente a los canales de potasio dependientes de calcio cuando se

aplica extracelular o intracelularmente (Meir, et al, 1999).

Tetraetilamonio (TEA): Clasico blogueador de canales de K", utilizado como
un prueba molecular para la boca del poro interno o externo de los canales de
potasio dependientes de Voltaje (Denton y Leiter, 2002, Crouzy, et al, 2001),
bloqueando la via de permeacion, ocluyendo el movimiento de los iones
potasio a través del poro (Crouzy, et al, 20001). Se trata de un pequefo ién
que bloquea los canales de potasio abiertos, pudiendo actuar tanto externa
como internamente (Crouzy, et al, 2001, Meir, et al; 1999; Hille, 2001), pues al
actuar por el lado extracelular bloquea (con diferentes afinidades. Ver Tabla 1)
a los canales rectificadores retardados, la corriente A, a la corriente
dependiente de calcio (especificamente BK), (Meir, et al; 1999; Hille, 2001),
rectificador entrante y a los canales de potasio dependientes de ATP (Takako,
et al, 1996); mientras que por el lado intracelular no bloquea a las corrientes
rectificadoras entrantes (Hille, 2001). Se sabe que 20 mM de TEA bloquea
completamente a los BK, y a la mayor parte, sino es que a los subtipos de

canales Kv, excepto a Kv1.1 y Kv1.2 (Takako. 1996).

Por otro lado, los canales de potasio se pueden dividir en dos categorias
dependiendo la sensibilidad del cana hacia el TEA: aquellos que son altamente
selectivos (Ki menor a 1 mM) y aquellos que son relativamente insensibles (K;
mayor a 20 mM). Se sabe que el canal Shaker de K", tiene alta afinidad al TEA,

en estos canales el receptor al TEA esta formado por un brazalete de 4



residuos aromaticos posicionados en la boca externa del poro, el TEA

interacciona simultdneamente con estos residuos, para producir el bloqueo de

la boca del poro con alta afinidad (Denton y Leiter, 2002).

Canal de potasio

KV Intra +
Rectificadores Extra +
retardados

A Intra +
Transitoria Extra ++
Rapida

KCa2+ Intra +
Dependientes Extra ++
de Calcio

KIR Intra ?
Rectificadores Extra +
Entrante

KATP Intra +
Dependientes Extra ++
de ATP

Intra ++
Extra ++

Intra +
Extra -

Intra +
Extra ++

Intra ?
Extra ++

Intra ?
Extra ++

Intra +++
Extra +

Intra +
Extra -

Intra +
Extra -

Intra ?
Extra +

Intra +
Extra +

Intra ?
Extra +++

Intra ?
Extra +++

Intra -
Extra -

Intra -
Extra -

Intra -
Extra -

Tabla I. Bloqueadores de canales de potasio. Tabla en donde se muestran diferentes canales de
potasio y sus diferentes bloqueadores. Nétese que pueden actuar tanto intracelularmente como
extraceluldarmente, y que la sensibilidad de cada canal difiere para cada uno de los agentes
blogueadores de canales de potasio (signos positivos sensibilidad al bloqueador; signos negativos
insensibilidad al bloqueador, signos de interrogacién no hay datos que sugieren la sensibilidad al
agente bloqueador). (Bargas, et al, 1999; Castle, et al, 1989; Char-chan, 2000; Coetzee, et al,
1999; Denton y Leiter, 2002; Hille, 2001; Kaczorowsky y Garcia, 1999; Meir, et al, 1999;
Nisenbaum y Wilsonl, 1995; Takako, et al, 1996; Tan and Llano, 1999).

d) 4-Aminopiridina (4-AP). Ha sido utilizado como un agente farmacolégico en

diversos estudios de los canales de K*, en mecanismos de epileptogénesis, y

en plasticidad sinaptica. Ademas ha sido usado como tratamiento para el

Sindrome de Lambert-Eaton y en miastenia gravis (Kita, et al, 1985). Es un



bloqueador de canales de potasio, que estimula la liberacion de
neurotransmisor (Pefa, et al, 2002; Kita, et al, 1985,). Es conocido por facilitar
la transmision sinaptica, también se considera como un agente anti-curare,
(Kita, et al, 1985). La aplicacibn de 10 mM de esta toxina, bloquea
completamente las corrientes trascendentes mientras se reduce la corriente

persistente aproximadamente en un 40% (ICsp = 125 mM).



JUSTIFICACION

Una dificultad significante para la industria farmacéutica es la identificacién
y seleccidn inicial de puntos blanco moleculares para que el desarrollo de nuevas
drogas pueda ser iniciado. Estos blancos moleculares tienen que reunir diferentes
caracteristicas como: se tienen que conocer sus funciones bioldgicas, hacer
ensayos in vitro y tienen que ser accesibles para pequefios componentes in vivo.
Los canales i6nicos tienen muchos de estos atributos y son vistos como puntos

blancos de pequenas drogas moleculares.

Es importante recalcar que los canales de potasio son estructuras criticas
para la regulacién de la neurotransmisién en el sistema nervioso. Alteraciones en
las funciones de estos canales pueden generar perturbaciones en la excitabilidad
de la membrana y la funcidon neuronal. Son sitios blancos de transmisores, de
hormonas y de algunas drogas que modulan sus funciones. Por lo que es
importante estudiar que canales de potasio se encuentran presentes en las
terminales aferentes glutamatérgicas y cuales de ellos pueden ser activados por

diversos neuromoduladores.

Por lo que con base a lo anterior, se proponen los siguientes:



OBJETIVOS

Generales

o Proporcionar evidencia acerca de la modulacién presinaptica producida por la
activacidén de canales de potasio en la sinapsis cortico-estriatal de la rata.

o Identificar los canales de potasio que estan presentes en las terminales
sinapticas de las aferentes glutamatérgicas que llegan al neoestriado de la rata y
que son susceptibles de ser activados por la accibn de diversos

neuromoduladores.

Particulares

o Establecer la participacion de conductancias de potasio en la modulacién
presinaptica

o Analizar la accion de diversos bloqueadores de canales de potasio sobre la
modulacion presinaptica.

o Identificar cual o cuales canales de potasio podrian estar participando en la

modulacion presinaptica cortico-estriatal.



MATERIAL Y METODOS
ORGANISMOS

Se obtuvieron rebanadas de cerebro de rata Wistar macho (100-120 g de
peso), que fueron alimentadas libremente. Para ello, las ratas fueron previamente
anestesiadas con éter etilico e inmediatamente decapitadas, el cerebro fue
rapidamente removido y sumergido en solucién salina isoténica (en mM: 125.0
NaCl, 3.0 KCI, 1.0 MgCl,, 2.0 CaCl,, 25.0 NaHCO3, 11.0 Glucosa) saturada con
una mezcla de 95 % O, y 5 % CO,, con un pH de 7.4. Manteniéndose a una
temperatura de 4 £ 1 °C. Después se separaron bulbos olfatorios, cerebelo y
hemisferios cerebrales. Estos ultimos fueron colocados en un vibratomo donde se
obtuvieron las rebanadas de 400 um de espesor, que se mantuvieron en
incubacion con solucion salina a temperatura ambiente en un periodo no menor a
60 min. En estas condiciones fue posible obtener registros confiables durante mas
de 10 hr (Bargas, 1998; Barral, 2001; Flores-Hernandez, 1997 Hernandez-

Echeagaray, et al, 1998).

Las rebanadas se trasladaron a una camara de registro donde se les hizo
pasar un flujo constante de 2 + 0.5 ml/min de solucion salina (previamente
descrita) a una temperatura constante de 34 * 0.5 °C. Todos los farmacos que se
utilizaron se disolvieron previamente en solucién salina y se administraron a traves

del dispositivo de perfusion.



SISTEMA DE ESTIMULACION Y REGISTRO

El potencial de campo es un registro extracelular de las corrientes iénicas
asociadas a la actividad de una poblacion de neuronas, las cuales producen
espigas poblacionales, este se amplificé y se desplegé en un osciloscopio de
rayos catédicos. Los registros extracelulares fueron digitalizados y almacenados

en cintas de video VHS a 40 KHz para ser analizados al finalizar el experimento.

Todos los registros fueron filtrados de 1 a 3 KHz y digitalizados
simultdneamente por un digitalizador (Instrutech Corp. NY USA) y una tarjeta AT-
MIO-16E10 National Instruments (Austin, TX, USA) en una computadora usando
programas desarrollados en el laboratorio en el ambiente LabView (National

Instruments, Austin TX, USA).

El digitalizador Instrutech fue utilizado para almacenar los experimentos en
cinta de video, mientras que el sistema AT-MIO16E10 se utiliz6 para almacenar
los datos en archivos de codigo ASCIl o en binario en el disco duro de la
computadora para su posterior analisis. Posteriormente los registros se midieron,
promediaron y graficaron utilizando software comercial (Origin, Microcal Software.

Northampton, MA. USA)



POTENCIALES DE CAMPO

Los potenciales de campo son registros extracelulares de las corrientes
ibnicas asociadas a la actividad de una poblacién de neuronas. Las corrientes
producen espigas poblacionales debido a la sincronia de muchos potenciales de
accion. La amplitud de estas espigas depende de la descarga sincrénica de las
células, de la distribucion de la poblacion neuronal activa y de la resistencia del

tejido.

El fluido extracelular constituye un volumen conductor alrededor de las
neuronas, las que al estar en reposo, su membrana no producen flujo de corriente,
Sin embargo al ser activadas por un impulso nervioso, la polarizacién deja de ser
uniforme y se producen flujos de corriente de una parte de la neurona a la otra,
formando un dipolo a través del fluido extracelular, estableciendo un campo

eléctrico

REGISTRO EXTRACELULAR DE POTENCIALES DE CAMPO

El potencial de campo registrado extracelularmente consiste en una onda
trifasica producida por la diferencia de potencial, debida al cambio en la
localizacion de los sumideros y las fuentes de corriente activa. A la zona en que
las corrientes fluyen hacia el interior de la célula se le denomina sumidero
(corrientes entrantes activas) y a la zona en que ésta sale se le llama fuente
(corrientes salientes que cierran el circuito). En el registro extracelular las

corrientes salientes se observan como deflexiones positivas, mientras que cuando



se observan deflexiones negativas se trata de corrientes entrantes (Johnston y

Wu, 1995).
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Figura 7. Registro extracelular de potenciales de campo. Con el protocolo de
facilitacion por pulso pareado es posible obtener dos respuestas (S—S1). En esta figura se observa
que en cada respuesta hay dos negatividades (N;-N). La primera corresponde al potencial
antidrémico. La segunda al potencial sinaptico. Los intervalos de tiempo entre cada respuesta
varian de entre 10-40 ms. la intensidad del estimulo se ajusta para que la amplitud de las
respuestas sea de la misma magnitud.

Por lo general la medicion que hace el electrodo de registro se realiza
comparando los voltajes entre el electrodo de registro y la tierra de referencia. A la
neurona se le puede considerar como un dipolo eléctrico ya que durante el pico
del potencial de accién en la membrana del soma se da lugar a una corriente

activa (sumidero). En las dendritas se da una corriente pasiva (fuente) que cierra



el circuito, las cuales son positivas con respecto al soma. Las aferentes sinapticas
dan lugar a cambios en estas corrientes (Figura 7). En ese sentido, las entradas
sinapticas excitatorias que dan lugar a una corriente entrante en las dendritas
(sumidero) producen en el soma corrientes salientes pasivas (fuente). Como estas
corrientes cambian con el tiempo, es comun obtener ondas trifasicas, que

representan la propagacién del potencial de accion (Johnston y Wu, 1995).

Cuando se registra cerca de los somas neuronales se observa solamente
una onda bifasica que consiste en una espiga negativa seguida de otra positiva.
Esto se debe a que el potencial de accion produce una rapida despolarizacién de
la membrana por las corrientes entrantes de sodio, asi como una rapida
repolarizacién por las corrientes salientes de potasio. EI componente negativo
corresponde a la despolarizaciébn de la membrana del soma por el flujo de
corriente entrante. La fase positiva corresponde a la reversion en el flujo de

corriente (Johnston y Wu, 1995).

FACILITACION POR PULSO PAREADO

Para evidenciar los eventos presinapticos asi como también la participacion
de los canales de potasio presinapticos se utilizé el protocolo de facilitacién por
pulso pareado (FPP), bloqueando las conductancias de potasio (Fig. 7). Para
entender el paradigma de la facilitacién por pulso pareado, se han planteado
varias hipétesis una de ellas es la inactivaciéon de corrientes de K™ en la terminal
presinéptica, lo que provocaria incremento en el influjo de Ca®*" extracelular

(Andrew y Dudek, 1985). Sin embargo, esta hipétesis ha sido poco estudiada.



Quizas, la hiptesis mas aceptada sea la del Ca®* residual propuesta por Katz y

Miledi a finales de los afios 60’s. (Katz y Miledi, 1968; Katz y Miledi 1970)

La hipétesis del Ca®* residual se basa en la afirmacién de que la entrada de
Ca*" es esencial para la liberacién de neurotransmisor. De tal modo que cuando
nosotros bloqueamos conductancias de potasio la concentracidon de calcio se
incrementa en el interior de la célula, debido a que los canales de calcio que se
encuentran en la terminal sinaptica permanecen mas tiempo abiertos (Barral et al,
2003). Pequefias modificaciones en la concentracién de Ca®* celular bastan para
alterar sensiblemente la aparicion espontdnea de potenciales miniatura, y por lo
tanto liberacion de neurotransmisor (Del-Castillo y Katz, 1954a; Del Castillo y Katz,
1954b). Asi, cuando se mandan trenes de estimulos a intervalos cortos de tiempo
se observa ya sea un progresivo incremento (facilitacion, aumentacion o
potenciacién), o bien, un decremento en la amplitud de las respuestas sinapticas
(depresién). Esto quiere decir que grandes cambios en la liberacién de
neurotransmisor pueden deberse a pequefios cambios en la concentracion
intracelular de Ca®* seguida de un pulso nervioso (Barral et al, 2001). Los
experimentos se realizaron en presencia de Bicuculina (10 mM) con el fin de

eliminar el componente inhibitorio que activa receptores GABA,.

El influjo de calcio a través de los canales de calcio dependientes de Voltaje
juegan un papel importante de la liberacion de neurotransmisor, Ademas de la
actividad de los canales de calcio presinapticos, el tiempo del curso de la

repolarizaciébn en un potencial de accidon presinaptico, es controlado por la



actividad de los canales de K* presinapticos, determinando la cantidad del influjo
de calcio. Donde la activacién y desactivacién de muchos canales de K* es voltaje
dependiente, cualquier cambio en el potencial de la membrana como resultado de
la invasion de potenciales de accién podria alterar potencialmente la actividad de
estos canales y por consiguiente modular el influjo de calcio en respuesta a los
potenciales de accion subsecuentes. Asi los niveles de calcio intracelular pueden

también regular a los canales de K*. (Quian y Saggau, 1999).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Se aplicaron dos estimulos de igual intensidad con el fin de determinar la
FPP. La cual se evalu6 como el cociente entre la amplitud de la respuesta
ortodrémica al segundo estimulo (S) entre la respuesta al primer estimulo (S1):

PPF= 5

1

que expresado en porcentaje queda:

%PPF:IOO-[?—I] (1)

1

Durante el control (primeros 10 minutos de cada experimento), la intensidad
de los estimulos se ajust6 para ver la FPP (S./S1 >1). Esto permite detectar con
facilidad los cambios provocados por los blogueadores de canales de K'. El
intervalo inter-estimulo seleccionado oscil6 entre 20 y 40 ms, que es donde se

observa de manera optima la FPP (Barral, 2001). Los experimentos se realizaron



en presencia de bicuculina (10 uM) con el fin de eliminar el componente inhibitorio

GABAA,.

ANALISIS DE DATOS

La significancia estadistica de los cambios observados con el protocolo de
facilitaciébn por pulso pareado se determindé tomando muestras de datos antes
(control) y después de la aplicacion de los diferentes bloqueadores de canales de
potasio. Los cambios en la facilitacion por pulso pareado se expresaron en
porcentajes. Se aplicaron pruebas paramétricas (f de Student para datos
apareados) y no paramétricas (U-Mann-Whitney). Utilizando software comercial

Minitab (State College, PA) (Daniel 2002; Brown y Rhotery, 1993)

FARMACOS UTILIZADOS

Para la realizacion del presente trabajo se utilizé: Bicuculina, antagonista
GABA,; antagonistas no especificos de canales de potasio: cesio, bario,
Tetraetilamonio (TEA), 4-Aminopiridina (4-AP), todos adquiridos de SIGMA (St
Louis, Mo). Todos ellos se prepararon en soluciones stock y se disolvieron en la
solucién salina, siendo agregados a la preparacién a través del sistema de

perfusidn a la preparacion.






RESULTADOS
PROTOCOLO DE FACILITACION POR PULSO PAREADO

El primer punto que nos propusimos demostrar fue el de la utilidad del
protocolo que utilizamos, en este caso, el protocolo que utilizamos nos sirve para
evidenciar eventos presinapticos, donde manipulamos ciertos parametros para
que la evidencia sea mas directa. En la figura 8 se muestra un experimento
representativo en donde manipulamos a los canales de potasio y de calcio, que se
encuentran en la terminal sindptica cortico-estriatal, por medio de bloqueos

farmacolégicos utilizando bloqueadores no especificos.

En la figura 8A se observa el curso temporal de un experimento
representativo. Las barras indican el momento en el que fue administrado el
agente bloqueador. Los numeros indican puntos seleccionados para ser
representados en B. En la figura 8B se observan registros representativos del
experimento. En esta figura se puede apreciar que al agregar bario (bloqueador
inespecifico de canales de potasio), la liberacion de neurotransmisor se hace mas
efectiva, y lo vemos como una depresion por pulso pareado, o sea que hubo un
incremento en la respuesta la respuesta S con respecto a la segunda respuesta
(S2), debido a que la terminal sinaptica permanece mas tiempo despolarizada por
el bloqueo de los canales de potasio, esta despolarizacion permite que los canales
de calcio dependientes de voltaje permanezcan mas tiempo abiertos, dejando
entrar mas cantidad de calcio a la terminal sinaptica, por otro lado, si agregamos

cadmio al medio de perfusién (blogueador inespecifico de canales de calcio), la



liberaciébn de neurotransmisor se hace menos efectiva y lo vemos como una
facilitacion por pulso pareado, o sea que después de la aplicacion del cadmio, la

respuesta S, es mayor que la respuesta S;.
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Figura 8. Efecto de los bloqueadores no especificos para canales de potasio y de
calcio. En A observamos el curso temporal de un experimento representativo del bloqueo con
bario (400 uM, bloqueador no especifico de canales de potasio) y de cadmio (50 uM, bloqueador
no especifico de canales de calcio). La barra no indica el tiempo en el que fue administrado el
agente blogueador, los nimeros nos indican puntos del experimento que fueron tomados para ser
representados en B. Observamos el cambio de las amplitudes en el transcurso del tiempo. En B
observamos trazos representativos del experimento.




PARTICIPACION DE LOS CANALES DE POTASIO EN LA
SINAPSIS CORTICO ESTRIATAL

Por otro lado, nos enfocamos en determinar que tipo de canales de potasio
se encuentran participando en la modulacién de la liberacion de neurotransmisor
de la sinapsis cortico-estriatal de las aferentes glutamatérgicas en el neoestriado
de la rata. En este caso se utilizaron antagonistas no especificos de los canales de
K*: TEA (20 mM), bario (400 uM), cesio (5 mM),y4 -AP (1 mM), utilizando

experimentos de oclusion farmacoldgica de estos canales.
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Figura 9 Efecto del bloqueo con Tetraetilamonio (20 mM). En a) Curso temporal de la
aplicacién TEA, La barra nos indica el tiempo de exposicion al bloqueador, se observa que el
tetraetil amonio produce depresién por pulso pareado. Los nimeros nos indican puntos que fueron



tomados para ser representados en el panel B. En b) Registros representativos del experimento: 1)
Control, con Facilitacion; 2) Experimental, efecto de TEA. Depresion

Debido a que estos bloqueadores no son especificos, nos basamos en la
sensibilidad que los canales de potasio tienen para cada uno de estos agentes. En
algunos casos se utilizaron diversas concentraciones para ver la respuesta de los
diferentes agentes bloqueadores sobre los canales de potasio que se encuentran

en estas terminales sinapticas.

EFECTO DEL BLOQUEO CON TETRAETILAMONIO

Para determinar si en las terminales sinapticas glutamatérgicas que llegan
al estriado de la rata se encuentran participando los canales de potasio utilizamos
Tetra-etilamonio (TEA). Este bloqueador como ya se ha hecho notar puede actuar
tanto extracelular como intracelularmente, se sabe que a altas concentraciones
bloquea casi todas las conductancias de los canales de potasio (Hille, 2001). En la
figura 9 podemos observar un experimento representativo del efecto del bloqueo
con TEA (20 mM). En la figura 9A observamos el curso temporal de la aplicacion
de Tetraetilamonio, la barra nos indica el tiempo de exposicidbn al agente
blogueador (TEA 20 mM). Los numeros nos indican puntos del experimento que
fueron tomados para ser representados en B, en este experimento representativo
se observa el cambio de las amplitudes S,/St a través del tiempo de exposicién al
agente bloqueador con respecto a los controles, este agente tuvo su efecto
maximo 40 minutos después de su aplicacién observandose una disminucion de la
facilitacién por pulso pareado de -25.05 + 8.50 %; Mediana = 22.46%; n =6 (p <

0.05; U de Mann Whitney) con respecto a los controles.



EFECTO DEL BLOQUEO CON TETRAETILAMONIO A DIFERENTES
CONCENTRACIONES

Con el fin de determinar el efecto de Tetraetilamonio a diferentes
concentraciones utilizamos varias concentraciones (300 uM, 1mM, 3mM, 10 mM,
30 mM). Sin embargo, como se puede apreciar en la figura 10 , el efecto que
obtuvimos con este agente bloqueador oscila entre -35 y -23 % sobre la facilitacién

por pulso pa-
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Figura10: Relacidon Dosis Respuesta de Tetraetilamonio. Relacion de las
diferentes concentraciones de TEA sobre los canales de potasio. Nétese que a
mayor concentracion el efecto es mas inespecifico.




reado con respecto a los controles, podemos observar que la relacion
dosis/respuesta que obtuvimos con las diferentes concentraciones de TEA no es
una relacion dosis dependiente. Estos datos nos estan indicando que la
modulacién de la liberacion de neurotransmisor, en este caso, no es dependiente
de la concentracién que utilicemos de TEA, ademas que se puede observar que

hay una baja sensibilidad a este agente bloqueador.

EFECTO DEL BLOQUEO CON BARIO 400 uM

Para discriminar la participacion de algunos canales dependientes de
voltaje, utilizamos bario (400 uM). En la figura 11 observamos un experimento
representativo del bloqueo con bario (400 uM). En la figura observamos el curso
temporal del experimento donde se observa el cambio de la relacion de las
amplitudes S,/S1, la barra nos esta indicando el tiempo de exposicién al agente
bloqueador, se puede apreciar que se inicia el experimento con una gran
facilitacion (para evidenciar mejor el cambio en la FPP producido por el bloqueo de
las corrientes de potasio). En la figura 11A se observa que el bario provoca una
disminucion de la facilitacion por pulso pareado con respecto a los controles de -
52.73 £ 17.75 % (mediana -52.74 %; n = 10, p< 0.001; U de Mann-Whitney). El
signo negativo nos esta indicando que se trata de una depresion por pulso
pareado PPD (Barral et al, 2001). El efecto maximo de este agente bloqueador se
obtuvo 40 minutos después de la aplicacion. En la figura 11B observamos trazos

representativos del experimento.



CURVA DOSIS RESPUESTA DEL BLOQUEO CON BARIO.

Para determinar cual es la concentracion efectiva media a la cual se
bloquean los canales de potasio que son sensibles a bario hicimos una curva
dosis respuesta de bario, en ella las concentraciones fueron desde 30 uM hasta 5
mM. En la figura 12 se observa cual es el efecto de las diferentes concentraciones
de bario, vemos que el efecto de las diferentes concentraciones es una relacién
dosis dependiente. La dosis efectiva media que obtuvimos fue de 521.955 uM. El

numero de Hill obtenido fue cer-
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Figura 11. Efecto del bloqueo con bario (400 uM). En A) Curso temporal de la aplicacion
de bario, la barra nos indica el tiempo en el que fue expuesto el registro al bario, los nimeros
representan puntos que fueron tomados para representarlos en B, se puede observar la
disminucién de la relacién s2/s1 después de la aplicacion de bario, a través del curso tempopral del
experimento. B) Registros representativos de los puntos sefalados: (1) control; (2) efecto de bario.
Este bloqueador afectd en un -52.73 £ 17.75 % en la PPF de los registros N = 10.

cano a 3, este numero nos esta sugiriendo que probablemente hay méas de un tipo
de canales de potasio que son sensibles a este agente y que estan participando

en la modulacién de la liberacién
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Figura 12. Curva Dosis Respuesta de bario. Relacién dosis respuesta para bario en
PPF. Se observa que el efecto de bario con respecto a la facilitacién por pulso pareado es una
relacion dosis dependiente. A concentraciones mas altas, ocurre un mayor bloqueo por lo tanto la
facilitacién por pulso pareado disminuye; a menos concentracién hay menor bloqueo. De esta
curva se obtuvo la dosis efectiva media para bario (521.955 uM); también se obtuvo el coeficiente
de Hill cercano a 3, este nimero nos indica que posiblemente haya mas de 3 canales diferentes
sensibles a este agente bloqueador que estén participando en esta sinapsis.

EFECTO DEL BLOQUEO CON CESIO 5 mM

Con el fin de excluir la participacion de los canales rectificadores entrantes
utilizamos cesio. El cesio como se puede observar en la tabla de bloqueadores de
canales de potasio, actia tanto intracelular como extracelularmente. En la figura

13 podemos observar un experimento representativo del bloque con cesio. La



grafica en A muestra el curso temporal del experimento, la barra nos indica el
tiempo de exposicidén al agente bloqueador, los nimeros nos indican puntos que
fueron seleccionados para ser representados en B. En la figura notamos los
cambios de la relacién de las amplitudes de las respuestas (S./S+), con respecto a
los controles. Sin embargo se observa que este bloqueador comienza a tener
efecto mas de 40 minutos después de su aplicacion, esto sugiere que
probablemente el cesio se estd internalizando a la terminal sindptica y esta

bloqueando por el lado citoplasmatico.

El maximo efecto que obtuvimos con este agente se observo a los 90
minutos después de su aplicacion. Este agente tuvo un efecto negativo sobre la
facilitacion por pulso pareado, siendo de -62.071£5.07 %; (Mediana -56.73%; n =9,
p< .0001; U de Mann-Whitney), con respecto a los controles. En la figura 13B se
observan trazos representativos del experimento. En ésta se observa que partimos

de una gran facilitacion y con cesio obtenemos una gran depresion.

Debido a que el cesio tarda mucho tiempo en hacer su efecto lo que sugiere
su internalizacion y bloqueo por el lado citoplasmatico de los canales de potasio

en la terminal, se decidi6é no hacer la curva dosis respuesta de este bloqueador.
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Figura 13 -Efecto del bloqueo con cesio (5 mM). EN A) Curso temporal de la aplicacion
cesio Los nimeros nos indican puntos que fueron tomados para representarlos en B, Se observa
que este bloqueador tarda mucho tiempo en hacer efecto en comparacién con otros farmacos, lo
que nos esta sugiriendo que se esta internalizando y bloquea por el lado citoplasmico b) registros
representativos de los puntos sefialados.

EFECTO DEL BLOQUEO CON 4-AMINOPIRIDINA

Para discriminar la participacion de los canales de potasio dependientes de
calcio y a la corriente de potasio tipo “A” (transitoria rapida), se decidié utilizar 4-
AP, ya que los canales Ka son muy sensibles a este agente. Como se puede

observar en la figura 14 donde se muestra un experimento representativo del



efecto de la aplicacion de 4-AP .En la figura se puede apreciar el curso temporal
de un experimento representativo. La barra nos indica el tiempo de exposicion al
bloqueador, llegando a su maximo 15 minutos después de su aplicacién. Los
nameros nos indican puntos del experimento que fueron tomados para ser
representados en B. Se observa que con la aplicacién de este agente bloqueador
disminuye la facilitacion por pulso pareado en un 90.12 + 1.75 % (mediana:
90.52%; n = 5; p < 0.01; U de Mann de Whitney), con respecto a los controles. En
la figura se observa que aparte de disminuir la facilitacion por pulso pareado, las
amplitudes de los componentes S,/S; crecen considerablemente, lo que sugiere

que aumenta la liberacién de neurotransmisor.

CURVA DOSIS RESPUESTA DE 4-AMINOPIRIDINA.

Con el fin de conocer cual es la dosis efectiva media del efecto del bloqueo
con 4-aminopiridina sobre la facilitacién por pulso pareado utilizamos diferentes
concentraciones de este agente bloqueador (30 uM -1mM). En la figura 15 se
muestra el efecto del bloqueo con 4-AP a diferentes concentraciones, observamos
que la relacién de las dosis sobre la facilitacion por pulso pareado es dependiente
de la concentracién que utilicemos. El efecto mayor que obtuvimos fue con 1 mM
el cual ocluye cerca de un 90.12 = 1.75 % de la respuesta (Mediana: 90.52%; n =
5, p<0.01; U de Mann de Whitney). La dosis efectiva media que obtuvimos fue de
0.5 mM y tam bién el coeficiente de Hill que fue de 1.76, este numero nos indica

que posiblemente hay cerca de dos canales de potasio que son sensibles a este



bloqueador y que son sensibles a este bloqueador. Y que estan participando el

estas terminales sinapticas.
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Figura 14. Efecto del bloqueo con 4-Aminopiridina. (1 mM). En A) Curso temporal de la
aplicacién 4-AP. La barra nos indica el tiempo de exposicion al agente bloqueador, Los nimeros
nos indican puntos que fueron tomados para ser representados. En B, se observa una disminucion
de la facilitacién por pulso pareado. b) Registros representativos de los puntos sefialados.




Todos estos resultados hasta ahora mostrados, nos muestran que el efecto
de los diferentes agentes bloqueadores utilizados en este trabajo producen una

disminu-
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Figura 15. Curva dosis respuesta de la aplicacion de 4AP. La relacién de la aplicacion
de 4-AP a diferentes dosis es una relacién dependiente de la concentraciéon, ya que a mas
concentracion el bloqueo es mayor.

cion de la facilitacién por pulso pareado (Bario) o una depresion por pulso pareado

(TEA, Cesio, 4-AP), lo que esta sugiriendo que los canales de potasio sensibles a



estos agentes han sido bloqueados. Como se sabe los canales de potasio,
participan en la repolarizacion de la membrana en la terminal sinaptica, al estar
bloqgueados estos canales la terminal sinaptica permanece mas tiempo
despolarizada, lo que ocasiona que los canales de calcio dependientes de voltaje
permanezcan mas tiempo abiertos, permitiendo una mayor entrada de calcio a la
terminal sindptica permite que las vesiculas que se encuentran disponibles para
ser liberadas se fusionen y produzcan una mayor liberacién del neurotransmisor al
espacio sindptico, con el protocolo que nosotros utilizamos lo vemos como

depresién por pulso pareado (Barral et al, 2001).



DISCUSION.

Debido a que los canales de potasio son muy importantes, pues como ya se
ha mencionado participan en varias funciones celulares y neuronales, ademas de
que estan involucrados en varias enfermedades, tales como: Ataxia episodica (tipo
1), epilepsia neonatal benigna, distrofia mioténica muscular, sindrome QT largo,
Sindrome de Batter’s, Hipoglucemia de la infancia, hiper-insulemia persistente en
la familia, entre otras. En este trabajo nos enfocamos a ver que tipo de canales de
potasio estan participando en la modulacién de la liberacion del neurotransmisor,
en la sinapsis cortico-estriatal de la rata; donde se confirma la modulacién
presinaptica producida por el bloqueo de los canales de potasio mediante su
oclusién farmacoldgica, pues con la aplicacién de los bloqueadores no especificos
de los canales de potasio observamos una disminucién de la facilitacién por pulso
pareado; lo que significa que al estar bloqueados los canales de potasio facilitan la
liberacién del neurotransmisor, indicandonos que diferentes tipos de canales de
potasio estan presentes en las terminales glutamatérgicas. Como resultado de las
diversas funciones que se llevan a cabo a través de la activacion de los canales de
potasio, estos canales juegan un papel critico en la regulacién de la liberacion del

transmisor (Gribkoff, et al, 2001).

CANALES DE POTASIO BLOQUEADOS POR TEA.
El clasico blogueador de canales de potasio es el TEA, es usado
ampliamente como una molécula externa o interna para la boca del poro de los

canales de potasio dependientes de voltaje, actua fisiolégicamente bloqueando la



via de permeacion iénica, no dejando pasar iones potasio a través del poro
(Heginbotham y MacKinnon, 1992; Crouzy et al., 2001). Muchas de las
conductancias de potasio son bloqueadas por este bloqueador no especifico de
canales de potasio TEA (Faber y Sah, 2000; Xu, et al, 2001; Tan y Llano, 1999).
Los canales de potasio sensibles a TEA entran en dos categorias, cuando actua
externamente, los que son altamente sensibles (Ki <1 mM; Hille, 1967) y los que
son relativamente insensibles (Ki > 20 mM; Armstrong y Binstock, 1965). También
se ha visto que el efecto del agente bloqueador TEA difiere cuando se aplica
internamente 6 externamente pues se han sugerido dos sitios de unién (Amstrong
y Hille, 1972; Hille, 1992), su aplicacion externa bloquea algunas de las corrientes
de potasio (Stanfield, 1983), su aplicacion interna es menos especifica y

usualmente menos potente.

Hay dos tipos de canales de potasio activados por calcio los BK¢, ¥ SKea.
Los canales BK¢, son bloqueados selectivamente por Iberotoxina, sin embargo el
TEA también bloguea a los canales BK.,; y SK:;z cuando se aplica
extracelularmente (Meir, et al., 1999), aunque los canales BK., parecen ser mas
sensibles a la aplicacion interna de TEA que los canales SKg,. La alta sensibilidad
de los BK., hacia el TEA consiste en la presencia de un residuo aromatico en la
boca del poro en este canal (MacKinnon y Yellen, 1990; MacKinnon vy
Heginbotham, 1992). Los canales de potasio rectificadores entrantes y retardados
también son sensibles al TEA extracelular (Nicholls, et al, 1990; Meir, et al, 1999).

Sin embargo, a concentraciones de entre 0.3 y 1 mM, el TEA bloquea



preferencialmente a las conductancias BK (Faber y Sah, 2002; Xu, et al, 2001; Tan
y Llano, 1999).a estas concentraciones el TEA decrece la relacion por pulso
pareado sugiriendo que los canales de potasio BK estan presentes en las
terminales glutamatérgicas cortico-estriatales (Raffaeli, et al, 2004; Faber y Sah,

2002; Xu, et al, 2001; Tan y Llano, 1999)

Los canales de potasio tipo A transitorios, generalmente exhiben una baja
sensibilidad al TEA externo. Como consecuencia bajas concentraciones de TEA
son usadas rutinariamente para identificar corrientes de potasio tipo A ( la) de
otras corrientes de potasio, tales como rectificadores retardados (Denton y Leiter,
2002). Sin embargo, se ha visto que la corriente A es sensible a TEA a

concentraciones bajas de 1-2 mM (Thorn, et al., 1991.

Altas concentraciones de TEA (10-20 mM) bloquea muchos tipos de
canales de potasio que son dependientes de voltaje (rectificadores retardados,
Coetzee, et al, 1999; Ishikawa, et al, 1996) inhibe al Kv 3.1 a bajas
concentraciones (2mM) (Wang, 1998). Los resultados nos sugieren que un tipo de
rectificador retardado esta participando en la modulacién de la liberacion de
neurotransmisor en esta sinapsis. A estas concentraciones el TEA tiene efectos
postsinapticos y lo podemos observar como un cambio en las amplitudes de los
picos poblacionales (Coetzee, et al, 1999). En este trabajo encontramos que TEA
20 mM disminuyo la facilitacion por pulso pareado en un -32.11+15.28 %; Mediana

= 22.46%; n = 6 (p<0.05; U de Mann Whitney) con respecto a los controles



CANALES DE POTASIO BLOQUEADOS POR BARIO Y CESIO.

En general todos los canales de potasio se bloquean extracelularmente por
la aplicacion de bario y cesio excepto la corriente tipo A (Castle et al., 1989), sin
embargo hay algunos reportes de que algunos tipos de canales de potasio son
relativamente insensibles al bario y cesio (Edwards y Weston, 1994). Los canales
de potasio rectificadores entrantes (Kig) son bloqueados por bario y cesio externo,
pero las propiedades del bloqueo difieren entre los diferentes tipos de canales
(Bertrand, et al, 2003). En efecto, el bario puede bloquear varias conductancias de
potasio, como aquellas que se bloquean en la hiperpolarizacién (rectificadores
entrantes o GIRK) o en lo despolarizaciéon (Rectificadores retardados) (Bertrand, et
al, 2003; Hille, 2001; Coetzee, et al, 1999). Los canales rectificadores entrantes
son inhibidos por 300 uM de bario (De Boock, 2003). En el presente trabajo se
pudo observar un bloqueo significativo de los canales de potasio cuando se utilizé
bario (400 uM) pues produjo una disminucién de la FPP de 53.43 + 8.57 %
(mediana 52.74, n= 10, p <; U de Mann-Whitney). Sin embargo, cuando aplicamos
cesio observamos que tarda mucho tiempo en hacer su efecto, lo que sugiere que
se internaliza y esta bloqueando por el lado citoplasmico, descartando la
participacion de los canales rectificadores retardados, pues la aplicacion de cesio
(5 mM) produjo una disminucién en la FPP de -67.11 £ 5.16 %;(p <; U de Mann-
Whitney). Esto hizo necesario realizar otras pruebas de oclusion farmacolégica
para comprobar que hay una participacibn de los canales rectificadores

retardados.



CANALES DE POTASIO BLOQUEADOS POR 4-AMINOPIRIDINA

La corriente A que es poco sensible al bloqueo por TEA, aunque se sabe
que es muy sensible a la 4-AP (Gandhi Y Matzel, 2000) mas que los rectificadores
retardados (Hille, 2001). Los canales de potasio dependientes de voltaje que
median el pospotencial hiperpolarizante rapido son sensibles a 4-AP (100 uM)
(Faber y Sah, 2000, Shen Y Jhonson, 2002). Las corrientes de potasio sensibles a
4-AP se activan durante potenciales de accién y contribuyen al postpotencial
hiperpolarizante rapido. La 4-AP cuando aplicado in vitro produce actividad
epileptiforme asi como una reduccién en la facilitacién por pulso pareado (Pena, et
al, 2002). En este trabajo, la 4-AP fue el bloqueador que actio mas rapido,
asimismo fué el que tuvo el mayor efecto, pués produjo una disminucién en la FPP
90.12 += 1.75 (Mediana: 90.52%; n= 5, p<0.01; U de Mann de Whitney).

Reforzando la idea de que se trata de una corriente transitoria rapida (Figura 16).






CONCLUSIONES

Los datos derivados del presente trabajo sugieren que cuando bloqueamos
a los canales de potasio que se encuentran en las terminales glutamatergicas que
llegan al estriado, produce una disminucién en la facilitacién por pulso pareado, o
bien depresion por pulso pareado, esto sucede porque al estar bloqueados estos
canales en la terminal sindptica, esta permanece mas tiempo despolarizada,
provocando que los canales de calcio dependientes de voltaje se abran y entre
mas calcio a la terminal. Como hemos visto el calcio es fundamental para que
haya liberacion de neurotransmisor, ya que permite que las vesiculas que
contienen neurotransmisor, se fusionen a la membrana de la neurona y pueda ser

liberado el neurotransmisor.
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Figura 16. Valores de depresion por pulso pareado. En la figura se puede observar que se
obtuvo una baja sensibilidad a lo agentes bloqueadores TEA y bario, como ya se menciono el cesio
tarda mucho tiempo en hacer su efecto y hay una alta sensibilidad a la 4-AP.

En este trabajo se encontr6 que hay una baja sensibilidad al TEA,
existe una sensibilidad moderada al bario. Mientras que el cesio tardé mucho
tiempo en hacer su efecto, lo que sugiere su internalizacion, bloqueando a los

canales por el lado citoplasmatico. Como se puede apreciar en la figura 16.

Basandonos en la farmacologia de los canales de potasio en cuanto a la
sensibilidad que tienen estos para poder ser bloqueados por los diferentes
bloqueadores que se utilizaron en este trabajo se puede proponer que al menos
uno de los canales de potasio que esta modulando la liberacién de glutamato en la
sinapsis cortico-estriatal es un canal dependiente de voltaje, probablemente se

trate del canal Kv 1.4 (Coetzee et al, 1996; Hille, 2001).
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