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RESUMEN 

Los canales de potasio activados por Ja entrada de catcio son de gran importancia en la 

generacion del postpotencial hiperpolarizante que regula el patron y frecuencia de disparo en las 

neuronas neoestriatales, asi como en varios otros tipos neuronales (Sah, 1996). 

En el presente trabajo se caracterizaron las corrientes de potasio activadas por la entrada 

de calcio K (Ca’’) presentes en las neuronas neoestriatales. Para esto, se realizaron registros de 

fijacion de voltaje en la modalidad de célula entera en neuronas neoestriatales disociadas con 

pronasa E tipo XIV. 

Los registros se realizaron en presencia de TTX y 4AP para eliminar las corrientes de 

sodio y de potasio transitorias y obtener solo la corriente saliente persistente. 

La porcién de la corriente sensible a la 4-aminopiridina (4- AP 3 mM) es de 35.243.8% 

(n=25). 

En estas condiciones, se observd que el 53.144.2% (n=18) de la corriente saliente 

persistente es sensible al Cd" (400 11M) lo que sugirio la presencia de corrientes de K (Ca”) en 

estas neuronas. 

Se utilizaron toxinas especificas para identificar los tipos de canales de K(Ca*). 

La caribdotoxina, bloqueador de los canales de K(Ca*") del tipo BK disminuyo un 

34.345% (n=14) la corriente saliente persistente. La iberiotoxina, un bloqueador con mayor 

selectividad para los canales BK disminuyo un 29.244.6% (n=14) la corriente, No se encontraron 

diferencias significativas entre ambas toxinas. 

La apamina, un peptido selectivo para los canales de K(Ca’") de! tipo SK redujo ta 

cortiente persistente en un 25.4+ 4.6 % (n=12). 

La adicion consecutiva de caribdotoxina y apamina reduce la corriente saliente en un 

porcentaje similar encontrado con el cadmio sin embargo, la adicién posterior de cadmio reduce 

un porcentaje adicional de la corriente saliente. Resultados similares se obtuvieron invertiendo el 

orden de adicién de las toxinas. 

Estos resultados sugieren la presencia de canales de potasio dependientes de calcio de! 

tipo BK, SK y probablemente del tipo IK en las neuronas neoestriatales.



  

INTRODUCCION 

Las conductancias idnicas y el disparo neuronal 

E! cédigo de informacién del sistema nervioso se basa en la generacion y propagacién de 

potenciales de accién. El potencial de accidn fue descrito cuantitativamente en 1952 por Hodgkin 

y Huxley en el axén gigante de calamar usando la técnica de fijacin de voltaje que permitid 

describir tas conductancias idnicas que generaban la despolarizacion transitoria de la membrana 

celular. Actualmente se sabe que una corriente entrante de sodio sensible a tetrodotoxina genera 

la fase de despolarizacién del potencial de accion y que una corriente saliente de potasio, del tipo 

"rectificador retardado", asi como Ia inactivacion de los canales de sodio, son responsables de la 

repolarizacion del potencial de accion. 

Mientras que el axon es una estructura relativamente sencilla cuya funcion es la 

conduccién del potencial de accién, en las neuronas existe gran diversidad de canales idnicos en 

las dendritas y en el soma, donde se integra la informacién de las diferentes aferentes que hacen 

sinapsis con ellas. En las terminales presinapticas existen diferentes tipos de canales ionicos que 

participan en el proceso de liberacion del neurotransmisor. 

Esta diversidad de canales ionicos participa en la integracién sinaptica, el potencial de 

reposo, y la generacion de potenciales subumbrales, que al llevar a la membrana celular al umbral 

de disparo genera potenciales de accidn utilizando diferentes tipos de conductancias a potasio que 

participan en la repolarizacion del mismo, y no solo el rectificador retardado, como en el axon 

gigante de calamar. 

Cada tipo celular presenta un patron temporal de disparo caracteristico, asi algunas 

neuronas disparan potenciales de accién de manera tdnica, otras pueden presentar periodos de 

silencio, disparar rafagas de potenciales de accion, algunas mas presentan potenciales marcapaso y 

otras exhiben adaptacién o cambian su patron de disparo dependiendo del potencial de 

membrana. 

Los patrones temporales de disparo son generados por los diferentes tipos de canales 

idnicos presentes en las células, !os cudles pueden generar corrientes transitorias 0 persistentes



con diferente sensibilidad al voltaje, umbrales de activacion e inactivacion, con sensibilidad al 

calcio, ATP y farmacos. Ademas, estos canales pueden ser modulados por varios tipos de 

mensajeros intracelulares para dar una respuesta celular determinada. 

Asi, por ejemplo, las neuronas talamicas presentan un patron de disparo en rafagas cuando 

se encuentran en un potencial de membrana hiperpolarizado. Estas rafagas se generan por la 

activacién de una corriente T transitoria de calcio que lleva ia membrana celular al umbral de 

disparo para generar potenciales de accion de sodio y potasio. Cuando la corriente de calcio se 

inactiva, el disparo se detiene. Sin embargo si el potencial de membrana es mas despolarizado, la 

corriente T esta inactivada y el disparo celular se vuelve tonico (McCormick, 1998). 

En la mayoria de las neuronas, la repolarizacién del potencial de accién, la frecuencia de 

disparo y el intervalo interespiga son regulados principalmente por corrientes salientes de potasio 

(Jan y Jan, 1997). 

Las corrientes transitorias (I,) que se activan a voltajes cercanos a -60 mV participan en la 

latencia de disparo. Su activacin hace que la membrana se despolarice lentamente para Hlegar al 

umbral de disparo, y se genere la primera espiga. Estos canales se inactivan, pero la 

repolarizacion del potencial de accion remueve la inactivacion, lo que da lugar a la participacion 

de estos canales en el intervalo interespiga durante el disparo neuronal, Ademas enlentecen la 

frecuencia de disparo durante despolarizaciones prolongadas. Otros canales transitorios de 

potasio se activan a voltajes mas despolarizados (-45 mV) y participan en la repolarizacion rapida 

del potencial de accidn. 

Et neoestriado 

El neoestriado es un componente de los ganglios basales, que son un conjunto de ntcleos 

subcorticales relacionados con la generacién y ejecucion de movimientos voluntarios. 

Esta formado por los nucleos caudado, putamen y acumbens. Recibe entradas sinapticas 

glutamatérgicas de las areas motoras, sensoriales y de asociacin de la corteza cerebral, de los 

nucleos intralaminares del talamo, del nucleo basolateral de la amigdala, asi como entradas 

dopaminérgicas de la substancia nigra pars compacta y entradas serotorinérgicas del nucleo rafé



  

dorsal. A su vez, el neoestriado proyecta aferentes hacia otros nucleos de los ganglios basales, 

como son el globo palido interno y externo y la substancia nigra pars reticulata (Wilson, 1998). 

La neurona principal del neoestriado es la neurona espinosa mediana. Se le llama asi_ por 

presentar gran numero de espinas dendriticas. Representa el 95% de la poblacién celular en este 

nucleo. Tiene un diametro de 12-20 41M, y presenta ramificaciones dendriticas que radian hacia 

todas direcciones desde el cuerpo celular. Estas neuronas son gabaérgicas (Wilson, 1998), 

En este nucleo se tienen caracterizadas por lo menos 9 tipos diferentes de interneuronas, 

(Chang et al, 1982) de las cuales ya se caracterizaron tres tipos con base en estudios de 

inmunocitoquimica; por contenido de neurotransmisor y de péptidos. Estas son la interneurona 

gigante colinérgica, las células de canasta que contienen parvalbimina y las interneuronas 

Somatostatina/ oxido nitrico sintetasa. Estas dos ultimas interneuronas son gabaérgicas 

(Kawaguchi, 1996). 

Las sinapsis principales en el neoestriado son las sinapsis axodendriticas establecidas por 

las aferentes de la corteza cerebral y el talamo con las espinas dendriticas de las neuronas 

espinosas medianas. Estas sinapsis son el 85% de todas las sinapsis presentes en el neoestriado 

(Kemp y Powell, 1971 a,b). También existen sinapsis inhibitorias mediadas por el receptor 

GABA, establecidas entre las dendritas y los axones de las neuronas espinosas medianas, asi como 

sinapsis de las neuronas espinosas medianas con las interneuronas gabaérgicas y colinérgicas. 

El patron temporal de disparo de las neuronas espinosas medianas 

En registros in vitro con fijacion de corriente, se observa que la aplicacion de pulsos 

despolarizantes de corriente de baja intensidad genera una rampa despolarizante con una duracién 

de cientos de milisegundos a segundos, al final de la misma se observa el disparo del primer 

potencial de accion (Bargas et al., 1989: Surmeier et al., 1992). Cuando se aumenta fa amplitud 

de los pulsos de voltaje, se incrementa la frecuencia de disparo y dependiendo del potencial de 

membrana se observa o no la adaptacion de la frecuencia del disparo (Pineda et al., 1992). 

En registros de fijacién de corriente a un potencial de mantenimiento de -60 mV se 
observan dos componentes en el postpotencial que sigue a un potencial de accion, un componente 

rapido con una duracién de pocos milisegundos y uno lento de 250 ms o mas. Ambos 

we



componentes son sensibles a Ca”, ya que la adicin de Cd* (100 [1M) disminuye ambos 

postpotenciales y aumenta la frecuencia de disparo (Figura 1). 

La caribdotoxina, el Cd y el TEA retardan la repolarizacion del potencial de accién (PA) 

lo que sugiere que conductancias de K” activadas por calcio K (Ca”) del tipo BK podrian 

participar en la repolarizacién rapida del potencial de accion. La adicién de apamina no tiene 

efecto en la repolarizacion del PA. Sin embargo, la apamina si disminuye significativamente el 

postpotencial lento y aumenta fa frecuencia de disparo, lo que sugiere que los canales K (Ca™) 

del tipo SK podria participar en la generacion de este postpotencial. 

(Lancaster y Adams 1986; Pineda et al., 1992) (Figura 1). 
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Figura 1. : 
{A) Efecto del cadmio sobre la frecuencia de disparo de las neuronas espinosas medianas. 

Los registros se realizaron a un potencial de membrana de -60 mV_ con pulsos de voltaje de 1 seg de 
duracién y amplitudes de 0.83-0.92 nA. La adicién de 50 1M de cadmio aumenta la frecuencia de disparo. 

(B) La caribdotoxina, (CTX) retarda fa repolarizacion del potencial de accion y disminuye el postpotencial 
hiperpolarizante en los primeros potenciales de accién. 
La apamina no tiene efecto en la repolarizacién del potencial de accion. pero si disminuye el postpotencial 

hiperpolarizante, y aumenta la frecuencia de disparo (No se muestra). 

(C) El postpotencial rapido (AHPf) y el postpotencial lento (AHPs) en las neuronas neoestriatales. 

Tomado de Pineda et al, (1992).



  

Los ganglios basales estan relacionados con algunas neuropatologias relacionadas con el 

control de los movimientos voluntarios, como es la enfermedad de Parkinson y la corea de 

Huntington (Wilson, 1998). 

En el tratamiento de la enfermedad de Parkinson se utilizan antagonistas a receptores 

colinérgicos muscarinicos asi como mecanismos para inducir la elevacion de los niveles 

enddgenos de dopamina o agonistas dopaminérgicos (Calne, 1980), mientras que en la 

enfermedad de Huntington se utilizan agonistas colinérgicos (Aquilonius et al., 1971). Esto Hevo a 

pensar que existe un “equilibrio" dopamina-acetilcolina en el fincionamiento normal de el 

neoestriado. 

El postpotencial hiperpolarizante en estas neuronas es regulado de manera antagénica por 

la acetilcolina y la dopamina. Los agonistas colinérgicos reducen la amplitud del postpotencial a 

través de receptores muscarinicos tipo M}, por la via de la fosfolipasa C y la activacion de ia 

proteina cinasa C. La dopamina aumenta la amplitud del mismo por medio de receptores D, 

acopados a la via de la proteina cinasa A dependiente de AMPc, al parecer por la activacion del 

canal de calcio tipo L (Pineda et al., 1992, 1995; Hernandez-Loépez et al., 1996). 

En las células del neoestriado se encuentran presentes los canales de calcio de alto umbral 

tipos N, P, L, Q y R (Bargas et al., 1994). 

El receptor M1 se encuentra fuertemente asociado a la via de la fosfolipasa C, mientras 

que el receptor M4 inhibe a la adenilato ciclasa (Peralta et al., 1988). La activacion de estos 

receptores muscarinicos reduce las corrientes de calcio de los tipos L, N y P/Q en las neuronas 

estriatales (Howe y Surmeier, 1995), asi como en las neuronas del hipocampo (Toselli et al., 

1989). 

La activacion de los receptores Dj reduce las corrientes de calcio tipo N y P a través de la 

via del AMPc, y aumenta la corriente de calcio tipo L (Surmeier et al., 1995). 

Estas evidencias sugieren la participacién de la dopamina y de la acetilcolina en la 

modulacion de las corrientes de potasio y de calcio para la regulacién del patron y la frecuencia 

de disparo de las neuronas neoestriatales,; donde participan de manera importante los canales de 

potasio dependientes de calcio (Pineda et al., 1992; Hernandez-Lépez et al., 1996).



  

E! postpotencial hiperpolarizante 

La frecuencia de disparo y el intervalo interespiga estan en gran medida regulados por 

canales de potasio dependientes de calcio K (Ca’’). Estos canales de potasio se activan por la 

entrada de calcio durante fa generacion del potencial de accién, su activacién genera el 

postpotencial hiperpolarizante (Sah 1996; McCormick, 1998). 

Existen dos tipos principales de postpotencial hiperpolarizante. Uno rapido que dura unos 

pocos milisegundos probablemente generado por canales de potasio dependientes de calcio de alta 

conductancia 6 "BK". Durante !a repolarizacién rapida del potencial de accién estos canales se 

activan y repolarizan rapidamente a la membrana celular, llevandola a valores mas negatives que 

el potencial umbral generando el postpotencial rapido. La corriente iénica que generan estos 

canales se conoce como Ic y es sensible al calcio intracelular y al voltaje (Sah 1996; McCormick, 

1998). 

El postpotencial lento es muchas veces generado por canales de potasio dependientes de 

calcio de baja conductancia 6 "SK". Estos canales presentan mayor sensibilidad al calcio que los 

BK, ya que se activan a concentraciones nanomolares y generan e! postpotencia! lento que le 

sigue a un solo potencial de accién o a un grupo de ellos. La corriente que generan estos canales 

se lama I,,,, ya que activa al postpotencial hiperpolarizante lento. El postpotencial tiene una 

duracién de cientos de milisegundos hasta segundos y su curso temporal es el que determina el 

patron de disparo de varios tipos neuronales. Los canales SK participan en la adaptacidn de la 

frecuencia de disparo: una despolarizacién prolongada provoca un tren de potenciales de accién 

pero los intervalos interespiga aumentan progresivamente, hasta que la generacién de potenciales 

de accién se detiene, esto se observa en las neuronas piramidales del hipocampo (Madison y 

Nicoll 1986). 

En algunos casos, con base en los cursos temporales, los postpotenciales se clasifican en 

rapidos, medios, y lentos los cuales pueden ser activados por conductancias de potasio 

dependientes de calcio u otro tipos de conductancias de potasio, como es el rectificador anémalo 

en las neuronas corticales (Larenzon y Foehring, 1992) o en las neuronas piramidales de la region 

CAI del hipocampo en donde solo el postpotencial rapido y el lento son generados por 

conductancias de potasio dependientes de calcio (Storm 1987).



  

EI postpotencial hiperpolarizante es blanco de miltiples tipos de neuromoduladores que 
regulan la frecuencia y el patron de disparo neuronal, ya que en muchos casos reducen la amplitud 
del postpotencial hiperpolarizante, aumentando la excitabilidad (Sah 1996). 

Es por esta razon que el estudio de los canales de potasio dependientes de calcio es 
importante para conocer los mecanismos relacionados con el disparo neuronal, asi como los 
factores que determinan el curso temporal del postpotencial y de la corriente I ‘AHP* 

Canales de potasio dependientes de calcio 

Los canales de potasio dependientes de calcio se descubrieron por primera vez en la 
membrana celular de los eritrocitos incubados con fluoruro. Se observe la salida de potasio en 
presencia de calcio externo, el cual se bloqueo cuando se adicionaba EDTA 6 EGTA. A este 

fendmeno se le llamo el “efecto Gardos" (Hinrichsen, 1993 ). 

Posteriormente, Ia microinyeccién de calcio en neuronas de Aplysia produjo una 
hiperpolarizacién en el potencial de membrana. El potencial de equilibrio de esta hiperpolarizacion 
Se encontr6 directamente relacionado con la concentracion externa de potasio. Estas evidencias 
sugirieron la activacion de una corriente de potasio saliente activada por calcio, Se te asocié a la 
actividad marcapaso de la generacion de rafagas de potenciales de accién (Meech y Strumwasser, 
1970). 

En las células de vertebrados superiores también se encontraron conductancias de K 
(Ca**). En las motoneuronas de rana (Barrett y Barrett, 1976) se demostro que el postpotencial 
hiperpolarizante depende de la presencia de calcio en el medio (Figura 2A). En las motoneuronas 
del cobayo se observé que al aumentar el niimero de espigas y con esto la entrada de calcio, la 
amplitud del postpotencial aument6 (Figura 2C). Con la aplicacién de pulsos de corriente largos, 
se observ6 adaptacion y un postpotencial lento de varios segundos de duracién (2D), la adicion de 
cadmio abolio la adaptacion y el postpotencial lento (Fig. 2E). 

Los mecanismos que dan lugar al postpotencial lento son complejos, y comprenden !a 
entrada de calcio, su difusion y amortiguamiento, 1a unién de los iones Ca®* con los canales de 

potasio, asi como la recaptura del Ca” hacia las pozas intracelulares (Hille 1992),



  

Los canales de potasio activados por calcio presentan una distribucién ubicua. Se han 

encontrado desde los organismos unicelulares como Paramecium y Saccharomyces hasta en 

multiples tipos celulares de vertebrados superiores (Hinrichsen, 1993 ). 
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Figura 2. 

(A) El postpotencial rapido y lento de las motoneuronas de la rana. 

(B) El postpotencial lento registrado en las motoneuronas de rana se abole cuando se reduce la 
concentracién externa de calcio de 2.0 a 0.2 mM. 
(C) En las motoneuronas del cobayo se observa que al aumentar el numero de potenciales de accién, la 
amplitud y la duracién del postpotencial hiperpolarizante aumenta. 
(D) Las motoneuronas del cobayo presentan adaptacién cuando se aplican pulsos largos de corriente. asi 
como un postpotencial lento de varios segundos de duracién. 

(E) Con la aplicacién de Cd** (5 mM), se abole la adaptacion y el postpotencial lento. 

Tomado de Barrett et al., 1976 e Yarom et al., 1985.



  

Clasificacién de los canales de potasio activados por calcio 

Estos canales se han clasificado de acuerdo a sus conductancias unitarias, a su sensibilidad 

al calcio y a distintos farmacos, asi como a sus cinéticas de activacién e inactivacién. Con base en 

estas caracteristicas, se tienen las siguientes familias: 

Canales de alta conductancia (BK 6 MAXI K) 

Estos canales presentan conductancias de 130 a 300 pS en condiciones simétricas de KCl. 

Son dependientes de calcio y voltaje. Con la despolarizacion y el aumento en la concentracién 

interna de calcio, aumenta la probabilidad de apertura de los mismos (Barrett et al.. 1982) . Se 

activan con concentraciones 1-10 2M de Ca” a potenciales de membrana cercanos a -50 y -70 

mV y son sensibles a_péptidos aislados de escorpiones como son la caribdotoxina, iberiotoxina 

(Sah , 1996) kaliotoxina y noxiustoxina (Crest et al., 1992; Carbone et al., 1982), asi como a 

paxilline, penitrem A y verruculogeno que son alcaloides diterpenos indot de los hongos 

Penicillium paxilli, P.Palitans y P.verruculosum respectivamente (Knaus et al., 1994). 

Se ha observado en células de hipocampo en cultivo y en células pilosas de tortuga, que 

una concentracién de 4 11M de calcio es necesaria para una activacion media {K,,) a O mV 

(Francionili 1988). Mientras que en células del misculo liso se necesita solo 1pM de Ca” 

(Benham et al., 1996). Por otro lado, en las terminales nerviosas de la pituitaria posterior, 

concentraciones de calcio menores a 250 nM son necesarias para la activacion media de los 

canales de potasio dependientes de calcio a 0 mV (Bielefeldt y Jackson, 1993). 

Canales de baja conductancia (SK 6 MINI K) 

Estos canales tienen conductancias entre 5 -20 pS en condiciones simétricas de KCI. No 

presentan dependencia al voltaje, y son sensibles a fa apamina y 1a tubocurarina (Kohler et al., 

1996). Son muy sensibles al calcio intracelular ya que se activan a concentraciones de 100-400 

nM (Sah, 1996).



  

Canales de conductancia intermedia (EK) 

Es un grupo muy diversificado de canales idnicos. Estos canales se encuentran poco 

caracterizados y se desconoce su posible papel fisiolégico. 

Poseen conductancias unitarias que van desde 25 hasta 135 pS, dependiendo del tipo 

neuronal y la especie estudiada. Son sensibles a bajas concentraciones de TEA. En el cerebro de 

rata, se ha observado que la caribdotoxina bloquea estos canales. Son insensibles a la apamina 

(Reinhart et al., 1989), 

Canales transitorios de potasio activados por calcio 

En las células cromafines de la rata se han descrito corrientes transitorias de potasio 

activadas por calcio cuando se aplican pulsos despolarizantes de voltaje a concentraciones 

constantes de calcio. La relacién corriente-voltaje muestra la tipica forma N descrita en las células 

cromafines de los bovinos (Marty y Neher, 1985). Estas corrientes son sensibles a la apamina y a 

concentraciones bajas de TEA, lo que sugiere que la corriente saliente presenta canales de potasio 

activados por calcio del tipo BK y SK (Neely y Lingle, 1992). Al parecer la inactivacién de estos 

canales es dependiente de voltaje y del calcio . 

En registros unitarios de este tipo celular se han encontrado canales de K(Ca’’) de alta 

conductancia que se inactivan y se les conoce como BK; (Solaro y Lingle 1992: Solaro et al., 

1995). El mecanismo de inactivacién es semejante al de la “bola-cadena" descrito inicialmente en 

los canales de potasio activados por voltaje (rev. Lingle et al., 1996). 

Bloqueadores de los canales BK 

Los canales de potasio tipo BK generan una corriente saliente denominada I. Esta 

corriente presenta activacion rapida y en ocasiones una inactivacion también rapida entre 1-2 y 

50-150 ms, respectivamente (Johnston y Sin Wu 1996). I, es sensible a bajas concentraciones de 

tetraetilamonio (TEA <1 mM) aplicado externamente; la K, reportada es de 0.3 mM (Villaroel et 
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al., 1988; Blatz y Magleby, 1984). Ademas, altas concentraciones de calcio y bario pueden 

bloquearlos (Vergara y Latorre ,1983). 

Se conocen varios péptidos que sé utilizan para la caracterizacién farmacoldgica de los 

canales BK, los mas conocidos son la caribdotoxina y la iberiotoxina. - 

La caribdotoxina (CTX) es un péptido aislado del escorpién israeli Leiurus 

quinquestriatus hebraeus que bloquea irreversiblemente a estos canales a concentraciones 

nanomolares. 

Este péptido tiene 37 aminoacidos principalmente basicos, lo que le da una carga neta de 

+5 a pH 7 y esta formado por tres hebras f-plegadas, una a—helice y un fragmento extendido, 

todos ellos unidos por tres puentes disulfuro (Bontems et al., 1991, 1992). La constante de 

disociacién reportada para el bloqueo de estos canales en el musculo esquelético es de 3.5 nM, y 

en el musculo liso de la aorta es de 2.1 nM (Smith et al. 1986). Esta toxina se une al canal en 

estado abierto o cerrado, presentando mayor afinidad por el estado abierto. Su efecto de bloqueo 

depende de las condiciones iénicas presentes, ya que cuando hay un aumento en la concentracion 

externa de potasio 0 sodio, disminuye la afinidad de la toxina por el canal. Adicionalmente, la 

union de la caribdotoxina con el canal es dependiente de voltaje, ya que la despolarizacién acelera 

la disociacién de la toxina (Anderson et al., 1988). 

La aplicacién externa de caribdotoxina bloquea la boca externa del canal de potasio 

dependiente de calcio y el aumento de la concentracion interna de potasio disminuye la afinidad 

de la toxina por el canal, lo que sugiere que la salida de los iones potasio desprenden a la toxina 

del canal y por lo tanto la constante de disociacion aumenta (MacKinnon y Miller 1988, 

Hinrichsen, 1993). La caribdotoxina puede bloquear canales de potasio dependientes de voltaje 

como lo es el Kv 1.3 ( Miller et al., 1985, Stuhmer et al., 1989). 

La iberiotoxina es un péptido purificado del escorpion Buthus tamulus y presenta un 68% 

de identidad con la caribdotoxina. Presenta mayor cantidad de aminoacidos acidos con carga 

negativa, como el acido aspartico, lo que le da una carga neta igual a +1. Los canales tipo BK 

presentan mayor afinidad por la iberiotoxina, con una constante de disociacién de | nM (Latorre 

1994). Su efecto no depende de las condiciones idnicas presentes. En el musculo liso, se ha 

encontrado una IC,, de 250 pM cuando se aplica externamente (Giangiacomo et al., 1992). 
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Existen otros bloqueadores no selectivos de los canales Maxi K, como es el caso de la 

Kaliotoxina, un péptido purificado del escorpién Androctonus mauretanicus mauretanicus, que 

presenta un 44% de homologia con la caribdotoxina y la iberiotoxina y bloquea canales Maxi K 

de neuronas simpaticas de conejo y canales IK de neuronas de Helix (Crest et al., 1992). La 

noxiustoxina, un péptido del escorpion Cemtruroides noxius que inhibe canales BK en musculo 

liso asi como canales de potasio dependientes del voltaje (Carbone et al., 1982). 

Estructura molecular de los canales BK 

La localizaci6n cromosomica de Jos canales BK se realizé primero en el locus s/o de 

Drosophila, en donde se encontr6 que el polipéptido codificado presenta similitud con los canales 

de potasio dependientes de voltaje. Ademas posee una regién carboxilica con dos posibles 

segmentos transmembranales, importantes para la sensibilidad al calcio (Atkinson et al., 1991.) 

Posteriormente, por estudios de DNA complementario de! gen mSlo aislado del cerebro y 

miusculo del ratén y expresado en ovocitos de Xenopus, se identificd y secuencié el canal mSlo. 

Se encontraron nueve transcriptos diferentes posiblemente originados por particion 

alternativa, lo que podria explicar las diferencias en la sensibilidad al calcio y al voltaje que 

presentan estos canales en los diferentes tipos celulares (Butler et al., 1993). 

El canal mSio tiene 1196 aminoacidos, aproximadamente el doble de tamafio que un canal 

de potasio dependiente de voltaje (Schwarz et al., 1988). 

Los canales presentan 6 segmentos transmembranales (S1-S6), con la region “P" del poro 

de conducci6n idnica entre los segmentos S5-S6 semejante a los canales de potasio dependientes 

de voltaje (Jan y Jan 1992;1997, Pongs 1992, Durell y Guy, 1992). Sin embargo, existen 

evidencias de que los canales BK presentan otro segmento transmembranal en ja region amino 

terminal lamado SO, importante en la regulacién del canal por fa subunidad § (Wallner et al., 

1996). Ademas, presentan 4 segmentos adicionales S7-S10 que tienen 60% de identidad con el 

gen de Drosophila dSlo. La region $9-S10 es importante para la sensibilidad al calcio (Wei et al., 

1994) (Fig 3). 

En el cerebro del humano, se han encontrado 9 isoformas de canales de K(Ca"’), derivados 

de particién alternativa del gen hslo localizado en la banda q22.3 del cromosoma 10. Las 
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modificaciones de los canales se encontraron principalmente en los extremos carboxilicos, 

regiones importantes para la sensibilidad al calcio (Tseng-Crank, 1994). 

Se conoce que cuatro subunidades forman el canal funcional. En experimentos donde se 

coinyectaron subunidades de transcriptos del gen Shaker nativo y mutado (se muté un solo 

aminoacido en una region de union a la caribdotoxina) se encontro que la estequiometria de la 

union de la toxina con las subunidades del canal era de 1:1 , encontrandose un valor de 4 por 

canal, fo que apoya la presencia de 4 subunidades para tener un canal funcional (MacKinnon, 

1991). 

Posteriormente, por estudios de purificacion bioquimica usando cromatografia y 

centrifugacion en gradientes de sacarosa, se aislaron canales Maxi K en ef musculo fiso de la 

traquea de bovinos. Se encontré que este canal esta formado por dos subunidades: ay B (Garcia 

Calvo et al., 1994). La subunidad a es la que forma el poro idnico del canal y la subunidad B es 

regulatoria . Ambas subunidades se encuentran unidas, ya que al utilizar anticuerpos contra la 

subunidad a y posteriormente realizar la inmunoprecipitacién, se encuentran presentes las dos 

subunidades, lo que demuestra que existen uniones no covalentes entre ellas (Knaus et al., 1994). 

Las subunidades presentan estequiometria 1:1 y se se Propone que el canal funcional es un 

heteromultimero formado por 4 subunidades a y B, resultados consistentes con la estructura 

tetramerica de los canales de potasio dependientes de voltaje (Garcia Calvo et al., 1994). 

Los registros electrofisiolégicos realizados en ovocitos de Xenopus en donde se 

coexpresaron las subunidades a y B provenientes del miisculo liso de bovino, mostraron que el 

canal presenta mayor sensibilidad al voltaje y a la concentracién de calcio para su activacion, 

comparado con el canal formado solamente con la subunidad a (McManus 1991, 1995). Esto 

indica que la subunidad B regula la activacion de los canales BK aumentando la sensibilidad a los 

cambios de calcio y de voltaje de la subunidad a. 

En el cerebro del humano se clond y expresd la subunidad B derivada del gen hsloB, 

localizado en la banda q34 del cromosoma 5. Se encontré un 85% de identidad con la subunidad 

B de bovino. La subunidad esta formada por 191 aminodcidos, con dos regiones hidrofébicas 

que probablemente son transmembranales. Se encuentra altamente expresado en el hipocampo, el 

cuerpo calioso, asi como en el musculo liso (Tseng Crank et al., 1996).



  

Por otro lado, en estudios realizados en cerebro de rata y la union neuromuscular, se 

encontré que los canales BK estan localizados en las terminales presinapticas. Con las técnicas de 

hibridacion fi situ y de inmunocitoquimica utilizando anticuerpos contra la region $9-S10 del 

canal Maxi K, se encontraron altos niveles de RNA mensajero (RNAm) de la proteina s/o en la 

neocorteza, las células granulares y piramidales del hipocampo, en el nucleo medial habenular, y 

en las células de Purkinje del cerebelo. En fos ganglios basales, el RNAm se encuentra en el 

neoestriado, mientras que la inmunoreactividad se encuentra en el globo palido, la sustancia nigra 

pars reticulata y el nucleo entopeduncular. Esto sugiere que estos canales son sintetizados en el 

soma de las neuronas del estriado y posteriormente transportados hacia las terminales axénicas 

que justamente proyectan hacia los nicleos ya mencionados ( Knaus et al, 1996). 

MaxiK channel complex 

      

  

     

extemal 

internal 

Figura 3. 
Diagrama esquematico de !a estructura molecular de los canales de potasio maxi K. Estos canales 

presentan seis segmentos transmembranales (S1-S6), con una region "P" entre los segmentos $5-S6 que 
forma parte del poro y la regién S4 que funciona como el sensor de voltaje semejante a los canales de 

potasio dependientes de voltaje. Se ha descrito la presencia de un segmento transmembranal adicional (SO) 

importante en la regulacién de! canal por la subunidad PB. Presenta cuatro segmentos hidréfobicos 

adicionales (S7-S 10) importantes para la sensibilidad al calcio. Tomado de Wallner et al., 1996 
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Estructura molecular de los canales SK 

Los canales de potasio dependientes de calcio de baja conductancia o SK estan poco 

caracterizados farmacolégica y molecularmente en comparacién con los canales BK. 

Con base en la homologia de la region del poro de estos canales, se conocen los siguientes 

tipos; en el humano el hSK1, y en la rata los rSK1, rSK2 y rSK3 (Kohler et al., 1996). Estos 

- canales comparten un 80-90% de identidad en su secuencia y difieren en los extremos carboxilo 

y amino terminal. Los indices de hidrofobicidad sugieren que tienen seis segmentos 

transmembranales similares a los descritos para los canales de potasio dependientes de voltaje (Jan 

y Jan., 1997). La regién $4, que corresponde al sensor de vottaje, posee 3 cargas positivas, asi 

como multiples sitios consenso de fosforilacién y glicosilacion. 

Con pruebas de hibridacion in site e inmunoautoradiografias se mostré la localizacién de 

estos canales en el cerebro de la rata. Se encontro que los canales rSK1 se encuentra en el giro 

dentado, en el area CA3 del hipocampo, en el nicteo olfatorio anterior, en el tubérculo olfatorio, 

en el cerebelo y en la corteza. Los canales rSK2 se encontraron expresados fuertemente en el 

hipocampo, con poca expresion en el bulbo olfatorio y el nucleo olfatorio anterior, cerebelo, el 

nucleo reticular, el talamo y los nicleos pontinos. Los canales rSK3 se encontraron en el area 

tegmental ventral, en el septum lateral, en el tubérculo olfatorio, en el caudo putamen, el nucleo 

acumbens, el nucleo supradptico, y la substancia negra pars reticulata. 

Estos canales tienen diferente sensibilidad a la apamina; un péptido de 18 aminodcidos 

extraido del veneno de abeja que tos bloquea (Hugues 1982; Rudy 1988; Sah 1996). Los canales 

se expresaron en ovocitos de Xenopus y con registros de canal unitario se encontré que los 

canales rSK2 se bloquean con bajas concentraciones de apamina { K, =63 pM), mientras que los 

hSK1 son insensibles a la apamina pero se bloquean con altas concentraciones del alcaloide 

tubocurarina (K, =76 pM).



  

El papel fisiolégico de los canales de potasio dependientes de calcio 

Los canales de K(Ca™) participan en la generacién del postpotencial hiperpolarizante que 

sigue a la fase de repolarizacin del potencial de accién y que lleva al potencial de membrana a 

valores mas negativos que e! potencia! de reposo. 

Los canales BK participan en la repolarizacién del potencial de accién y en la activacién 

del postpotencial rapido, ya que se ha observado que la adicién de 10 nM de caribdotoxina 6 1 

mM TEA retardan la repolarizacién de! potencial de accién y disminuyen la amplitud del 

postpotencial rapido. Ademas, participan de manera importante en el control de la liberacion del 

neurotransmisor en {as terminales sinapticas. Por ejemplo, se ha observado en la union 

neuromuscular de la rana que con la adicién de caribdotoxina o iberiotoxina aumenta !a liberacion 

de neurotransmisor. Si previamente se adiciona DMBAPTA-AM un quelante de alta afinidad para 

calcio, estas toxinas no muestran efecto alguno. Esto sugiere que estos canales participan en la 

regulacién de la entrada de calcio, ya que los bloqueadores selectivos aumentan la duracion del 

potencial de accidn y con esto ta entrada de calcio es mayor. Parece que en condiciones normales, 

estos canales repolarizan rapidamente al potencial de accién limitando la entrada de calcio y por lo 

tanto la liberacion de neurotransmisor (Robitaille y Charlot 1992; Robitaille et al., 1993). 

Los canales SK participan en la generacion del postpotencial fento (AHP). La duracién de 

este postpotencial es determinada por el tiempo que el calcio esta presente en el interior celular. 

Durante la generacién del potencial de accién, la concentracion intracelular de calcio aumenta y 

los canales se activan, ef posterior amortiguamiento y secuestracion del calcio hacia las pozas 

intracelulares provoca el cierre de los canales SK y con esto la terminacién de la fase lenta del 

postpotencial hiperpolarizante. Algunos reportes muestran que el postpotencial es generado 

principalmente por activacion de canales de calcio tipo N; es el Ca’ que entra por estos canales el 

que activa a los canales SK (Davies et al., 1996; Sah 1996). 

El postpotencial regula los intervalos interespiga y en algunos casos participa en el 

fendmeno de adaptacion de la frecuencia neuronal. La corriente que genera estos canales a veces 

se denomina I,,,, y es sensible ala apamina (Lancaster y Nicoll, 1987; Gorelova y Reiner 1996).



  

Existe una I,» insensible a la apamina y se le conoce como sl,,,. La diferencia entre 

ambos tipos de corrientes es que la corriente sensible a la apamina presenta una activacion e 

inactivacion rapida (1-5 ms y 100-200 ms respectivamente), mientras que la corriente insensible 

tiene activacion e inactivacién lenta (cientos de milisegundos y 1-2 segundos respectivamente). 

Esta corriente ya se ha reportado en las células del hipocampo y en el nucleo motor dorsal del 

vago. 

Se sugiere que la corriente lenta se puede producir por algtin mecanismo de calcio 

inducido por calcio, ya que es sensible a la rianodina. Aun se desconocen los detalles de los 

mecanismos que originan estas corrientes. (Sah 1993; 1996), 

Los canales de potasio activados por calcio también participan en la actividad marcapaso 

de los ganglios del molusco Aplysia en donde se encontré que variaciones ciclicas de calcio 

producidas por las rafagas de potenciales de accién activan conductancias de potasio dependientes 

de calcio que repolarizan a la membrana dando lugar a espacios de silencio entre rafaga y rafaga 

(Gorman y Thomas, 1978). 

La modulacién de los canales de potasio activados por calcio 

El postpotencial hiperpolarizante lento (AHP) es blanco de multiples neuromoduladores, 

que regulan el patron temporal de disparo de diferentes tipos neuronales (Brown, 1990, Sah , 

1996). 

En registros de fijacién de corriente de las neuronas piramidales de la region CA! del 

hipocampo de rata se observé que la acomodacion generada por la aplicacion de pulsos 

despolarizantes de voltaje disminuye cuando se adiciona cadmio y carbacol, por lo que este 

proceso es regulado por dos tipos de conductancias principalmente, una de potasio dependiente 

de calcio y una corriente de tipo M (Madison y Nicoll 1984). El postpotencial disminuye con la 

aplicacién de noradrenalina y analogos del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), lo que sugiere 

que los receptores B adrenérgicos modulan la I,,. (Madison y Nicoll, 1986; Lancaster y Nicoll 

1987). 

En registros de fijacion de voltaje de neuronas piramidales del hipocampo se encontré que 

norepinefrina, serotonina, histamina y dopamina activan a la proteina cinasa A (PKA) dependiente 
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de AMP, y en todos los casos disminuye el postpotencial hiperpolarizante (Pedernazi y Storm, 

1993, 1995). 

El glutamato también disminuye el postpotencial hiperpolarizante a través de receptores 

metabotropicos (Sah 1996). 

Por otro lado, la activacion de la proteina cinasa C (PKC) por la adicién de carbacol o 

esteres de forbol disminuye el postpotencia! hiperpolarizante en las neuronas piramidales (Baraban 

et al., 1985). Efectos similares se han reportado en las neuronas de Aplysia (Sawada et al., 1989). 

Otros trabajos sugieren que la acetilcolina (a través de receptores muscarinicos) acta a través de 

la activacion de una proteina cinasa I] dependiente de calcio-calmodulina (Muller et al, 1992; 

Pedernazi y Storm, 1996). 

Los canales BK que generan el postpotencial hiperpolarizante rapido son modulados por 

diferentes tipos de proteinas cinasas que controlan los estados de apertura y cierre. En registros 

unitarios de canales BK del cerebro de rata incorporados a bicapas lipidicas, se encontré que los 

canales presentan diferencias en la farmacologia, conductancia, tiempos de apertura y cierre en 

respuesta ala fosforilacion. Estos canales se clasifican en dos tipos; los canales tipo I fueron 

sensibles a la CTX, y su probabilidad de apertura asi como la sensibilidad al calcio aumento 

cuando se adiciond la subunidad catalitica de la PKA, mientras que los canales tipo II fueron 

insensibles a la CTX y la adicién de PKA disminuy6 la probabilidad de apertura. Los efectos 

antagénicos de la proteina cinasa A se revierten con la adicién se la subunidad catalitica de la 

fosfatasa 2A (PP-2A). (Reinhart et al., 1991). 

Adicionalmente, la regulacién del canal tipo II es mas compleja ya que en presencia de 

adenosin trifosfato (ATP) aumenta la probabilidad de apertura, pero con la adicién posterior de 

PKC la probabilidad de apertura es aun mayor. Sin embargo, cuando se adiciona un inhibidor de 

la PKC y posteriormente se agrega ATP, no se encuentra efecto lo que sugiere que es un tipo 

de PKC la que media la accién del ATP. El inhibidor de la cinasa puede revertir los efectos del 

ATP, lo que indicé la presencia de fosfatasas, probablemente del tipo 1 (PP-1) en la regulacién de 

los canales BK (Chung et al., 1991; Levitan, 1994; Reinhart 1991, 1995). 

Estas evidencias sugieren diferentes vias de sefializacion celular en la regulacién de los 

canales de potasio dependientes de calcio, en la generacién del postpotencial hiperpolarizante y 

por lo tanto en el patrén de disparo neuronal. 
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OBJETIVO 

Debido al efecto de las toxinas especificas, se piensa que los canales de potasio activados 
por calcio participan de manera importante en la generacion del postpotencial hiperpolarizante 
que regula la frecuencia de disparo de las neuronas neoestriatales (Galarraga, 1989; Pineda et al., 

1992, 1995). Sin embargo, hasta la fecha no se tienen estudios de las corrientes idnicas que 
participan en este fendmeno, por Io que el objetivo de este trabajo fue caracterizar 
farmacologicamente, por la técnica de fijacion de voltaje en célula entera, las corrientes de potasio 
activadas por calcio presentes en las neuronas necestriatales.



  

METODO 

Obtencién de las neuronas disociadas 

Los experimentos se llevaron a cabo en neuronas neoestriatales disociadas obtenidas del 

cerebro de ratas Wistar macho de 100 a 120 g de peso. 

Las ratas se sacrificaron por decapitacién después de ser anestesiadas. Se obtenia el 

cerebro y se colocaba en solucién Krebs, que contenia (en mM): 126 de isotianato de sodio, 3.0 

KCI, 2.0 MgCl, 2.0 CaCl, 25 NaHCO, 0.2 tiourea, 0.2 acido ascérbico, 11 glucosa a pH 7.4. 

Posteriormente, se cortaba el tallo cerebral y se separaban los dos hemisferios, 

pegandolos con acrilico a una caja de Petri que se colocaba en un vibratomo para la obtencién de 

rebanadas sagitales de 400 uM de grueso. Estas se incubaban una hora en la solucién salina 

gasificada con una mezcla de 95%O, y 5% CO,. Para cada disociacién se utilizaron 4 rebanadas 

en las que se disecaba el neoestriado. Estas se incubaban en solucién Krebs (32°C) con pronasa 

E tipo XIV (1 mg/Iml) durante 20 minutos. Posteriormente, se transferian a un tubo de ensayo 

en donde se reatizaba la disociacion mecanica con pipetas Pasteur esmeriladas en la punta y con 

diferentes diametros. Para esto se utiliz6 una solucién amortiguada con HEPES y bajo calcio, 

que contiene (en mM): 140 NaCl, 3 KCI, 2 MgCl, 0.2 CaCl,, 10 HEPES y 10 ghucosa. Las 

rebanadas se pasaban cinco veces por cada pipeta, desde el diametro grueso hasta el fino. El 

sobrenadante que contenia las neuronas, se colocaba en una caja Petri (Nunclon, con cargas 

negativas en la base) montada en la platina del microscopio invertido. Se esperaba 10 minutos 

para que las neuronas quedaran fijas a la base de la caja. Posteriormente, se lavaba la disociacion 

con solucion salina amortiguada HEPES con calcio, y fa preparacion se mantenia con una 

superfusion constante. 

La sotucién HEPES con calcio contiene (en mM): 140 NaCl, 3 KCI, 2 MgCL, 2 CaCl,, 10 

HEPES y 10 glucosa a pH 7.4 y osmolaridad de 300 mOsm. 
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Registro electrofisiolégico 

Los registros se realizaron con la técnica de fijacion de voltaje en célula entera. 

Se utilizaron microelectrodos de vidrio 3 a 6 MQ de resistencia d.c. previamente forjados. 

Los electrodos contenian la siguiente solucién interna (en mM): 115 KH,PO,, 2.0 MgCl,, 10 

HEPES, 0.5 EGTA, 0.1 leupeptina, 2.0 Na,ATP , 0.2 Na,GTP (pH= 7.2 con KOH y 270 mOsm/ 

con KH,PO,). La solucién externa se describio en la seccion anterior y contenia | uM TTX. 

La aplicacién de las toxinas se llevo a cabo utilizando un sistema de superfusion e 

intercambio de la solucion extracelular. . 

Se utilizaron las siguientes substancias: apamina (400 nM), caribdotoxina (10 nM), 

iberiotoxina (10 nM), tetraetilamonio (10 mM), 4-aminopiridina (3 mM), cadmio (400 pM) y 

bario (3 mM). 

Adquisicién de datos 

Los datos se adquirieron con el programa PCLAMP (CLAMPEX LABMASTER TM100) 

version 5.5. 

Las graficas se obtuvieron con el programa ORIGIN 4.1 y 3.5 

Curvas curso-temporal 

Las curvas curso-temporal se obtuvieron del promedio de los trazos de corriente en estado 

estable generados por el protocolo de voltaje de -80 a 0 mV, regresando a un potencial de -45 

mV con duracién de 30 ms, a _un potencial de mantenimiento de -90 mV. Los graficos presentan 

diagramas de caja que representan la distribucion y el sesgo de los datos. La linea horizontal que 

se encuentra dentro de la caja representa la mediana y el punto la media. Las dos lineas verticales 

que estan fuera de la caja son los errores estandar de la media. E! tamafio de la caja representa el 

percentil 75% de la poblacion. 
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Relaci6n corriente-voltaje 

La relacién corriente-voltaje se obtuvo de los trazos de corriente en estado estable 

generados por pulsos de voltaje de -80 a +60 mV en pasos de 10 mV con una duracién de 500 ms 

a un potencial de mantenimiento de -80 mV (Figura 6). 

Las figuras adicionales se obtuvieron por pulsos de voltaje en pasos de 10 mV desde -60 a 

40 mV, con una duracion de 250 ms a un potencial de mantenimiento de -90 mV. 
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RESULTADOS 

Los registros de fijacion de corriente se realizaron en neuronas neoestriatales bipolares. 

Con la aplicacion de pulsos de voltaje en pasos de 10 mV, de -60 a +40 y duracién de 

250 ms, a un potencial de mantenimiento de -90, se observan dos componentes en la corriente 

saliente, uno persistente que se activa en los primeros pulsos de voltaje y otro transitorio rapido 

que se activa en los ultimos pasos del voltaje (Fig.4) 

Cuando el potencial de mantenimiento se cambia a -60 mV, se observa la eliminacién de la 

corriente transitoria, y se evidencia el componente persistente de fa corriente saliente. 

Los experimentos se realizaron a un potencial de mantenimiento de -90 mV en presencia 

de 4-AP para eliminar el componente transitorio y obtener solo el componente persistente de la 

corriente saliente. Sobre este componente se estudio el efecto de los diferentes bloqueadores 

selectivos de fos canales de potasio activados por la entrada de calcio. 

Efecto del bloqueador 4-aminopiridina sobre la corriente saliente 

La corriente saliente se genera con pulsos de voltaje de -80 a +30 mV, de 30 ms de 

duracion desde un potencial de mantenimiento de -90 mV. 

Se observa que con la aplicacién de Cd (400 1M), la amplitud de la corriente saliente 

aumenta hasta en un 100% (Fig 5). Sin embargo, si durante ta superfusion con Cd” se aplica 

4-aminopiridina 4AP (3 mM), y se elimina la corriente transitoria, se observa la disminucién en la 

corriente saliente hasta valores inferiores de los encontrados en el control. 

Esto se debe a que el voltaje de activacion de la corriente sensible a 1a 4-AP es similar al 

voltaje de activacién de algunas de las corrientes de Ca” presentes en las células del neoestriado 

(Bargas et al., 1994). Esto explica el efecto facilitador del Cd**cuando no se encuentra presente la 

4-AP. Ambas corrientes se oponen, de tal forma que cuando una se elimina, la otra es mas 

evidente. 

Los experimentos subsecuentes se realizaron en presencia de 3 mM de 4-AP. 
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En la figura 6 se muestran los registros obtenidos cuande se aplicaron pulsos de voltaje 

en pasos de 10 mV, desde -80 a +60 mV , con una duracion de 500 ms desde un potencial de 

mantenimiento de -80 mV. Se observan dos componentes, uno transitorio y otro persistente. Con 

la adicién de 4-AP se reduce el componente transitorio en un 35.2£3.8% (n=25) como se puede 

ver en la grafica de curso temporal generada por pulsos de voltaje de -80 a 0 mV (Fig. 6F). La 

telacién corriente-voltaje muestra la porcién de ta corriente sensible a la 4 AP (3 mM). 

Efecto del cadmio sobre la corriente saliente 

Los registros se realizaron aplicando pasos de voltaje de 10 mV, desde -60 hasta 40 mV 

con una duracion de 250 ms desde un potencial de mantenimiento de -90 mV. 

En presencia de 4-AP, la aplicacién de Cd” (400 \tM) reduce la corriente saliente 

persistente en aproximadamente 53.1 +4.2% (n=18), lo que demuestra que alrededor del 50% de 

esta corriente es activada por la entrada de calcio. La figura 7 muestra la relacion 

corriente-voltajes de la porcién sensible a Cd’. 

Para probar et efecto de los bloqueadores, se genera corriente con pulsos de voltaje a 0 

mV desde un potencial de mantenimiento de -80 mV. E! potencial de regreso fue -45 mV y la 

duracién de los pulsos fue de 30 ms. Se observa que la corriente insensible a 4AP y Cd”, se 

bloqueo en un 20 + 4.7 %(n=4) con tetraetilamonio (TEA) a una concentracién de 10 mM. La 

subsecuente adicién de Ba” (3 mM) no tuvo efecto adicional (Fig. 7F). Esto demuestra que la 

corriente saliente persistente en estas neuronas esta compuesta de manera importante por 

corrientes de potasio activadas por Ca” asi como por las sensibles al voltaje. 

Efecto de las toxinas caribdotoxina e iberiotoxina sobre los canales de potasio dependientes 

de calcio tipo BK 

Las diferentes clases de canales de potasio dependientes de calcio son bloqueadas por 

toxinas selectivas (ver introduccién). La caribdotoxina, (CTX 10 nM) péptido extraido del 

escorpion Leiurus quinquestriatus hebraeus bloquea los canales de potasio dependientes de calcio 
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del tipo BK, ya que se une a la boca externa del canal e impide la salida de potasio (Rudy, 1988; 

Latorre 1994; Sah 1996). 

La aplicacién de esta toxina durante la generacion de la corriente saliente por pulsos de 

voltaje de -80 a0 mV_y una duracion de 30 ms, disminuye un 34.3 +5.0 % (n=14) la corriente 

saliente total. La posterior adicién de Cd”* (400 pM) disminuye la corriente corriente insensible a 

esta toxina un 24.2 +4.4 % (n=5 )(Fig. 8F). 

Se ha reportado que 1a CTX también puede bloquear canales de potasio dependientes de 

voltaje (Miller et al, 1985, Stuhmer et al., 1989), por lo que se decidié utilizar la iberiotoxina 

(IbTx 10 nM) un péptido mas especifico para los canales BK extraido del escorpion Buthus 

tamulus (Latorre 1994). Esta toxina disminuye la corriente en un 29.24£4.6% (n=14) (Fig. 9F). 

Estos resultados no muestran diferencias significativas con respecto a los obtenidos con’ la CTX, 

lo que sugiere que ambas toxinas bloquean de manera similar los canales BK presentes en las 

células del neoestriado. 

La apamina bioquea canales de potasio dependientes de calcio tipo SK 

La apamina, toxina extraida del veneno de abeja, bloquea los canales tipo SK de manera 

reversible a dosis nanomolar (Blatz y Magleby, 1986; Sah 1996). Mediante la generacion de 

corriente por pulsos de voltaje de -80 a 0 mV, se encontré que esta toxina produce una reducci6n 

de la corriente del 25.4 + 4.6% (n=12). Al agregar Cd” (400 uM) la corriente se reduce un 

26,.8£2.5% adicional (n=3) (Fig. 10). 

Efecto aditivo de las toxinas 

La administracién de IbTx (10 nM ) seguida de apamina (400 aM) reduce cerca de un 

35% de la corriente saliente, y cuando se adiciona Cd?" fa disminucién llega a un 60% (n=4) de 

la corriente total persistente. Resultados similares se encontraron cuando se invirtio el orden de 

aplicacion de las toxinas (Fig. 11). Siempre hubo efectos aditivos entre IbTx y apamina. 

En presencia de CTX (10 nM), apamina (400 nM) y Cd”* (400 1M) se reduce alrededor 

del 60% la corriente.



Estos resultados muestran que las toxinas reducen la corriente persistente en un 

porcentaje similar al que se encontrd con el cadmio, y ademas demuestran que al menos se 

encuentran dos tipos de canales de potasio dependientes de calcio; los BK y los SK. Se 

detectaron corrientes insensibles a estas toxinas, pero sensibles a Cd*’, es probable que se 

encuentren canales del tipo IK. Se desconoce el origen del 40% de la corriente persistente 

restante. 
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Figura 4: Las corrientes idnicas salientes presentes en !as neuronas neoestriatales. - 

Los registros se realizaron con pulsos de voltaje en pasos de 10 mV desde -60 a 40 mV, con una 

duracién de 250 ms a un potencial de mantenimiento de -90 mV. Se observan dos componentes 

en la corriente saliente, uno persistente y otro transitorio (A).Con los mismos protocolos de 

voltaje pero a un potencial de mantenimiento de -60 mV, se observa unicamente el componente 

persistente (B). La substraccién de las corrientes obtenidas a ambos potenciales de membrana. 

muestra el componente sensible al cambio de voltaje (C). A la derecha, se muestra la relacion 

corriente-voltaje donde se observa la porcion de la corriente sensible al cambio del potencial de 

mantenimiento.
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Figura 5: Curso temporal de la corriente saliente durante la aplicacién de cadmio y 

4-aminopiridina (4 -AP). La corriente saliente se genera con pulsos de voltaje desde -80 hasta 

+30 mV y duracion de 30 ms (parte inferior de! curso temporal!) (A). Durante la aplicacion de 

Cd** (400 pM), ta amplitud de la corriente saliente aumenta hasta en un 100% (diagrama de caja 

del lado derecho). Por otro lado, la adicién de 4-AP (3 mM) después del efecto de cadmio, 

siempre disminuye la corriente saliente hasta valores menores a los obtenidos en el control (B).
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Figura 6: Efecto de ja 4-AP sobre la corriente saliente. Los registros se obtienen aplicando pulsos 

de voltaje de -80 a +60 mV en pasos de 10 mV, con una duracién de 500 ms desde un potencial 

de mantenimiento de -80 mV (D).Se observan dos componentes, uno transitorio y otro persistente 

(A). Con la adicién de 4-AP (3 mM) se elimina la mayor parte del componente transitorio (B). La 

substraccion de los registros A - B muestra la porcién sensible a la 4-AP (C). 

La funcion corriente-voltaje generada a partir de los registros obtenidos, muestra la corriente 

sensible a la 4-AP (E). La grafica de curso-temporal obtenida por pulsos de voltaje de -80 a0 mV 

con un regreso a -45 mV y una duracién de 30 ms (parte inferior del curso temporal) muestra la 

teduccién de Ia corriente por la 4-AP (F). El diagrama de caja en el inserto sefiala !a distribucion 

de los datos (n=25). La linea horizontal que se encuentra dentro de la caja representa !a mediana y 

el punto la media. Las dos lineas verticales que estan fuera de la caja son los errores estandar de la 

media. El tamafto de !a caja representa el percenti! 75% de los datos. La media + s.e.m de la 

corriente saliente sensible a la 4- AP fue de 35.2+3.8% (n=25).
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Figura 7: Disminucion de la corriente saliente persistente con la aplicacién de Cd" (400 |1M). Los 

registros se realizaron en presencia de 4- AP aplicando pulsos de voltaje en pasos de 10 mV desde 

-60 a 40 mV, con una duracién de 250 ms a un potencial de mantenimiento de -90 mV(D). La 

corriente persistente muestra un componente sensible al Cd (C). La aplicacién de Cd" reduce la 

costiente saliente persistente en un 53,1 +4.2 %(n=18);, cuando se administra sobre la corriente 

generada por pulsos de voltaje de -80 a0 mV, y duracién de 30 ms (lado derecho del curso 

temporal). La adicién posterior de tetraetilamonio TEA (10 mM) reduce un 20 + 4.7% (n=4) la 

corriente restante. El bario no mostré efecto adicional después de administrar todos estos 

bloqueadores (F). 
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Figura 8: Efecto de 1a caribdotoxina (CTX ) a la concentracién de 10 nM sobre la corriente 

saliente persistente en presencia de 4-AP. La corriente saliente se genera por pulsos de voltaje de 

-60 a 40 mV en pasos de 10 mV y duracién de 250 ms, desde un potencial de mantenimiento de 

-60 mV (D). Se encontré una porcién sensible ala CTX (C). Con el protocolo de pulsos de 

voltaje de -80 a 0 mV, y duracion de 30 ms se observa una reduccién de la corriente de 34.3 +5 % 

(n=14). Al agregar Cd°* después de la CTX la corriente suftid una disminucién adicional del 24.2 

£4.4% (n=5) (F).
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Figura 9: Efecto de la iberiotoxina (IbTx) a concentracién de 10 nM sobre la corriente persistente 

saliente en presencia de 4-AP . Los experimentos se realizaron con pulsos de voitaje de -60 a 40 

mV, desde un potencial de mantenimiento de -90 mV (D). La resta de los registros (A-B) muestra 

la porcién sensible a IbTx (C). Usando los pulsos de 30 ms se encuentra una disminucidn de la 

corriente del 29.2 44.6% (n=14) como se muestra en los diagramas de caja (F). La adicion de 

Cd** (400 uM) disminuye un 14.4+3.8% (n=4) la corriente adicional resistente a este péptido. 
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Figura 10. Efecto de la apamina (-200 nM) sobre la corriente saliente resistente a la 4- AP. Con 

pulsos de voltaje de -60 a 40 mV con duracién de 200 ms desde un potencial de mantenimiento 

de -90 mV se genera la corriente saliente (D). La corriente sensible a la apamina se obtiene con la 

resta de los registros (A-B), cuya curva I'V se observa en la figura E. Usando pulsos de 30 ms, la 

apamina disminuye un 25.4 + 4.6% (n=12) la corriente generada por estos. La subsecuente 

adicién de Cd?" (400 {1M) disminuye un 26.8 + 2.5% adicional (n=3), como se observa en los 

diagramas de caja (F). 
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Figura 11. Efecto aditivo de los péptidos. 

La adicion de IbTx (10 nM) y apamina (400 nM) tienen siempre efectos aditivos reduciendo en 

35% la corriente saliente resistente a la 4- AP. La posterior adicién de Cd” produce disminucién 

adiciona! de la porcién insensible a ambas toxinas (n=4) (A). Resultados similares se encontraron 

cuando se invirtid el orden de adicion de las toxinas en tres experimentos independientes. La 

adicion de CTX (10 nM), y la subsecuente adicién de apamina (400 nM), tienen efectos aditivos 

sobre la corriente. La adicion posterior de Cd” (400 6M) reduce aun mas la corriente saliente 

total (n=3) (B). Cuando las toxinas se agregan en orden inverso, se obtienen resultados similares. 
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DISCUSION 

Papel de la corriente transitoria en las neuronas neoestriatales 

Las neuronas neoestriatales de ratas adultas registradas con la técnica de fijacion de 

voltaje presentan dos tipos de corrientes salientes de potasio: una transitoria y otra persistente. 

En las neuronas espinosas medianas se han encontrado dos tipos de corriente de potasio 

transitoria (I, ), 1a lenta (I,,) que se activa a voltajes hiperpolarizados cercanos a -65 mV, se 

inactiva lentamente y es sensible a la 4- aminopiridina a concentraciones micromolares (IC,= 100 

uM) y la rapida (I,) que se activa a potenciales mas despolarizados (-45mV), se inactiva 

rapidamente y presenta sensibilidad a la 4-aminopiridina a concentraciones milimolares (IC, = 2 

mM) (Surmeier et al., 1988, 1991). 

La corriente transitoria rapida es virtualmente la unica corriente saliente de potasio 

presente en las neuronas neoestriatales embrionarias (Surmeier et al., 1988: Kitai et al., 1993). En 

Tegistros realizados en neuronas de rata adulta se observaron ademas de los componentes 

transitorios un componente persistente dependiente de voltaje sensible al TEA (Nisembaum et al., 

1996). El componente transitorio se abole totalmente con concentraciones de 0,001-10 mM de 

4AP (Nisenbaum et al., 1996). 

La 4-AP es un bloqueador de la corriente transitoria 1, que se activa a voltajes cercanos a 

-50 mV (Nisembaum et al., 1996). Este voltaje de activacion es semejante al de !as corrientes de 

calcio de alto umbral de estas neuronas, y aun al del potencial de accion (Bargas et al., 1994). 

Cuando la corriente transitoria se encuentra presente, la adicién de Cd? (400 uM) 

bloqueader de la corriente entrante de calcio, aumenta la corriente saliente principalmente la 

transitoria. Lo que sucede es que al tener ambas corrientes un umbral de activacion similar, la 

eliminacion de una de ellas acentua el efecto de la otra. En este caso, al eliminarse la corriente 

entrante, la corriente saliente transitoria es mas evidente. Sin embargo cuando se adiciona 4-AP (3 

mM) el efecto del cadmio sobre las corrientes restantes siempre es disminuir la corriente saliente 

persistente (Fig.7). Por esta razon, los registros se realizaron en presencia de 4 AP.



  

En los experimentos realizados en este trabajo, la porcién de corriente saliente sensible a 

3 mM de 4AP fue 35 + 4% (n=25) de la corriente total. 

Efecto del cadmio y del tetraetilamonio en las corrientes salientes de potasio resistentes a la 

4-aminopiridina 

El disparo repetitivo de las neuronas neoestriatales esta determinado principalmente por el 

postpotencial hiperpolarizante lento que sigue al potencial de accién (Galarraga et al., 1989; 

Pineda et al., 1992, 1995). 

En varios tipos neuronales, el AHP es generado principalmente por conductancias de 

potasio dependientes de calcio (KCa”). 

Existen principalmente dos tipos de postpotenciales, uno rapido de duracién corta 

generado por corrientes del tipo BK y el lento que puede durar cientos de milisegundos hasta 

segundos y es activado por conductancias del tipo SK (Sah, 1996). El postpotencial lento es 

blanco de varios tipos de neuromoduladores, que regulan de manera importante el patron y la 

frecuencia de disparo neuronales (Madison y Nicoll 1986; Pedernazi y Storm 1993, Sah, 1996). 

En registros de fijacion de corriente realizados en neuronas del neoestriado se observa que 

con la aplicacién de pulsos largos (Iseg) se genera un disparo ténico con poca adaptacin de la 

frecuencia de disparo, dependiendo del potencial de membrana (Galarraga et al., 1989; Pineda et 

al., 1992). La adicion de cadmio disminuye la amplitud de ef postpotencial lento y aumenta la 

frecuencia de disparo, lo que sugiere la presencia de canales de potasio dependientes de calcio 

para su generacion. Resultados similares se han encontrado en células de hipocampo (Madison y 

Nicoll, 1984, Lancaster y Adams 1986, Storm 1990), en neuronas neocorticales (Lorenzon y 

Foehring. 1992) y en neuronas colinérgicas del septum medial (Gorelova y Reiner, 1996), asi 

como en varios tipos neuronales (revision Sah 1996). 

Se han encontrado resultados similares de bloqueo por cadmio en registros de fijacién de 

corriente de tas neuronas CA1 y CA3 del hipocampo del cuyo (Brown y Griffith, 1983), en las 

células de hipocampo de la rata (Klee et al., 1995), del hipocampo del humano (Beck et al., 

1997), en las neuronas del bulbo olfatorio de la rata (Wang et al., 1996), asi como en las neuronas 
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simpaticas del ganglio cervical superior de 1a rata (Galvan y Sedlmeir, 1984) y en las neuronas 

simpaticas de la rana toro (Lancaster y Pennefather 1987). 

En los registros de fijacién de voltaje realizados en las células del neoestriado se encontro 

que el 53.1+4.2% (n=18) de la corriente saliente persistente es sensible a la adicion de Cd** 400 

LM, lo que sugiere 1a presencia de corrientes de potasio activadas por calcio (Fig. 7C, E). 

La adicién de TEA (10 mM) después del Cd?" disminuye un 20£4.7% (n=4) adicional la 

porcion de corriente insensible a la 4-AP y el Cd”. Esto indica que parte de la corriente saliente 

persistente es generada por la corriente dependiente de voltaje y no de Ca”. La adicion de bario 

(3 mM), no muestra efecto adicional después de los bloqueadores mencionados anteriormente. 

La corriente persistente dependiente de voltaje ya ha sido caracterizada (Nisembaum et al., 

1996). Esta corriente presenta una constante de tiempo de activacion de 50 ms a voltajes 

hiperpolarizados cercanos a -70 mV. La constante de tiempo alcanza valores de 100 ms a voltajes 

cercanos a -45 mV y se inactiva lentamente en 1-8 segundos. En registros i vitro de fijacion de 

corriente de las neuronas neoestriatales se observ6 la generacion de un transitorio de voltaje con 

la aplicacién de pulsos despolarizantes subumbrales, previa aplicacién de Cd, TTX y 4 AP 

(Nisenbaum et al; 1994, 1995). Este fue sensible al TEA 25 mM (Nisembaum y Wilson, 1995). 

Estos resultados sugieren la participacion de esta corriente persistente en la rectificacion saliente. 

Ademas las caracteristicas de activacion e inactivacién lenta de la corriente corresponden con la 

generacion det transitorio de voltaje observado en los registros intracelulares (Nisembaum y 

Wilson, 1995). 

La porcion de corriente saliente insensible a los bloqueadores mencionados anteriormente, 

puede explicarse por un bloqueo incompleto de las corrientes de potasio dependientes de voltaje, 

ya que con concentraciones mayores de TEA y 4 AP se obtienen porcentajes de bloqueo mayores 

(Nisembaum et al., 1996). Otra alternativa es que se trate de corrientes salientes de cloro que no 

se identificaron, ya que resultados preliminares muestran que parte de la corriente insensible a 

4AP, Cd*, TEA y Ba” disminuye con la adicién de NPPB (acido benzoico 5- 

nitro-2-3-fenilpropilamino), bloqueador de canales de cloro. 
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Tipos de canates de potasio activados por calcio presentes en las neuronas neoestriatales y 
su papel fisioldgico 

Canales de potasio de alta conductancia (BK) 

Los canales BK presentan una distribucién ubicua (Latorre et al., 1989), En varios tipos 

neuronales, y en el musculo liso estos canales participan en la repolarizacion del potencial de 

accion y en la generacion del postpotencial hiperpolarizante rapido (Latorre et al., 1989; Sah et 

al., 1996). 

La caribdotoxina (CTX) es un bloqueador selectivo de canales de potasio tipo BK 

(Gimenez- Gallego et al., 1988; Latorre 1989). 

En los registros de fijacién de corriente realizados en las neuronas neoestriatales, se 

observa que la aplicacién de CTX ( 9-18 mM), retarda la repolarizacién del potencial de accién y 

disminuye el postpotencial lento generado en los primeros potenciales de accion durante un tren 

de espigas, sin modificar la frecuencia de disparo. Resultados similares se encontraron con la 

aplicacién de tetraetilamonio 0.5 mM, ya que concentraciones menores a 1 mM también bloquean 

los canales BK selectivamente (Pineda et al., 1992). La CTX disminuye la corriente saliente 

generada por pulsos de voltaje de -80 a 0 mV en un 34,3+5.0% (n=14), lo que indica la presencia 

de canales de potasio tipo BK en estas neuronas (Fig. 8). 

Los resultados obtenidos sugieren que estos canales de potasio de alta conductancia se 

encuentran presentes en las neuronas neoestriatales. Sin embargo, algunos estudios sugieren que 

la caribdotoxina no es especifica para los canales tipo BK, ya que también bloquea canales de 

potasio dependientes de voltaje (Schweitz et al., 1989; Hille 1992). Ademas, su efecto depende de 

fas concentraciones idnicas presentes en el medio, ya que el aumento en iones K” o Na’ disminuye 

la afinidad de la toxina por los canales (Latorre 1994), 

Por esta raz6n se utiliz6 iberiotoxina (IbTx), un bloqueador mucho mas selectivo de los 

canales BK, que presenta una K, menor que el de la CTX y cuyo efecto no depende de las 

condiciones idnicas presentes (Latorre 1994). 

Con IbTx, se encontré una disminucion de la corriente del 29,.2+4.6% (n=14). No se 

encontraron diferencias significativas con los porcentajes de bloqueo de la CTX. Lo que sugiere 
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que ambas toxinas bloquean de manera equivalente a los canales BK en las neuronas espinosas 

medianas. 

Porcentajes de bloqueo similares de corrientes de potasio activadas por calcio del tipo BK 

se han reportado en las neuronas del bulbo olfatorio; donde se observé que con previa aplicacion 

de TEA (20 mM), la IbTx no muestra efecto alguno (Wang et al., 1996). También en las neuronas 

de la region CAI y CA3 del hipocampo (Klee et al., 1995), en las neuronas del bulbo olfatorio de 

la rata (Egan et al., 1993), y en los ovocitos de Xenopus donde se expresaron canales derivados 

del gen mSlo que codifica canales de potasio activados por calcio de alta conductancia de! cerebro 

y el musculo del raton (Butler et al., 1993). 

En registros de fijacion de corriente de neuronas CAI del hipocampo se observé la 

disminucién del pospotencial rapido y un aumento en la frecuencia de disparo en los potenciales 

de accién iniciales , asi como un retardo en la repolarizacion del potencial de accion (Lancaster y 

Nicoll, 1987). Lo mismo se encontré en las interneuronas inhibitorias de esta region del 

hipocampo (Zhang y McBain, 1995) y en otros tipos celulares (revisiones Latorre 1989; Sah 

1996). 

Estudios de hibridacién in situ y de anticuerpos monoclonales contra la proteina Slo 

demostraron que el RNAm y la proteina se encuentran presentes en el soma de las neuronas 

neoestriatales. Los canales BK se encuentran abundantemente en las terminales presinapticas de 

las neuronas estriatatales de proyeccion (Knaus et al, 1996). No obstante, atin no existen estudios 

sobre el papel de estos canales en la liberacion de neurotransmisor. 

Canales de potasio de baja conductancia (SK) 

Los canales de potasio de baja conductancia también presentan una distribucién ubicua. La 

corriente que genera se le conoce como I,,.. Estos canales participan en el intervalo interespiga y 

en la generacion del postpotencial hiperpolarizante lento (AHP) que da lugar al patron y 

frecuencia de disparo neuronales (Latorre et al, 1989). Generan parte de la adaptacion de la 

frecuencia de disparo las neuronas piramidales del hipocampo (Madison y Nicoll, 1984). 

En los registros de fijacién de corriente, se observa que el postpotencial lento presenta una 

mayor amplitud cuando sigue a varios potenciales de accién y no a uno solo. Esto indica que 
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estos canales necesitan para su activacion la entrada de calcio por canales de calcio dependientes 

de voltaje. Su actividad perdura hasta que los procesos de amortiguamiento del calcio eliminan a 

este cation, provocando el cierre de los canales. 

Los canales SK son bloqueados por concentraciones nanomolares de apamina, un péptido 

extraido del veneno de abeja con una IC,, = 1.3 nM (Blatz y Magleby, 1986; Hugues et al., 1982, 

Bourque y Brown, 1987). 

En las neuronas del neoestriado se observa un pospotencial lento con duracién de 250 ms. 

La aplicacion de apamina (0.1-1 1M) disminuye la amplitud del postpotencial lento en un 50% 

aumentando [a frecuencia de disparo sin tener efecto alguno sobre la repolarizacién del potencial 

de accion (Pineda et al., 1992). . 

En los registros de fijacién de voltaje de las neuronas neoestriatales disociadas se observa 

que la apamina disminuye en un 27.8+ 6% (n=12) la corriente saliente persistente generada por 

pulsos de voltaje de -80 a 0 mV y con duracién de 30 ms. Estos datos sugieren la presencia de 

canales SK las neuronas neoestriatales (Sah y Bekkers, 1996). 

En estudios recientes de biologia molecular, se han clonado canales de potasio 

dependientes de calcio del cerebro de humano y de rata. Por estudios de hibridacion in situ se 

encontré que en el neoestriado de la rata se encuentra presente el canal rsk3 (Kohler et al., 1996). 

En registros de fijacién de voltaje de célula entera de !as neuronas del bulbo olfatorio, se 

reportaron valores de inhibicién similares (Wang el al., 1996), asi como en las células receptoras 

del gusto (Chen et al., 1996). En registros de fijacién de voltaje en célula entera de neuronas 

ciliadas de tortuga se observé que la aplicacién de 100 nM de apamina bloquea por completo las 

colas de corriente de potasio, sin afectar las corrientes de calcio (Tucker y Fettiplace, 1996). De 

manera similar esto se observd en células cromafines de la rata en cultivo primario (Park 1994). 

La mayoria de los registros de canales de potasio dependientes de calcio que generan el 

postpotencial lento se han realizado con la técnica del protocolo hibrido en donde fos registros de 

fijaci6n de corriente se cambian a fijacién de voltaje, de manera que al fina! del putso de corriente 

que se aplica para generar un tren de espigas, se cambia a la modalidad de fijacion de voltaje, 

observandose cola de corriente que refleja el cierre de los canales. Estas colas de corriente son 

sensibles a la concentracion externa de potasio y se eliminan con Cd” (Cassell y McLachlan, 

1987; Constanti y Sim, 1987; Lancaster y Adams 1986; Lancaster y Pennefather, 1987). Las colas 
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de corriente se bloquean con apamina en las neuronas ganglionares de la rana (Pennefather et al., 

1985) y de la rata ( Davies et al., 1996), en la corteza sensoriomotora del gato (Schwindt et al., 

1992), en las neuronas neurosecretoras de la rata (Kirkpatrick y Bourque, 1996), asi como por 

distintos tipos de neuromoduladores como 1a norepinefrina, histamina, serotonina y dopamina en 

las neuronas CAI del hipocampo (Pedernazi y Storm, 1993; 1995). 

En registros de fijacién de corriente de las interneuronas de la region CA] del hipocampo 

de la rata, la aplicacion de apamina disminuy6 el postpotencial lento y aumenté la frecuencia de 

disparo (Zhang y McBain, 1995), en las neuronas neurosecretoras magnocelulares de la rata se 

observa un disparo fasico, con periodos de silencio seguidos de rafagas de potenciales de accion. 

La aplicacién de apamina aumenta el espacio interrafaga, lo que sugirid que los canales SK 

participan en este fendmeno (Kirkpatrick y Bourque, 1996). En las neuronas neocorticales de la 

rata, donde se han caracterizado tres tipos de postpotenciales hiperpolarizantes (rapido, medio y 

lento), la apamina abole el postpotencial medio y aumenta ta frecuencia durante el disparo 

repetitivo (Lorenzon y Foehring, 1992). De manera similar esto se encontré en las motoneuronas 

del nucleo dorsal motor del vago (Sah y McLachlan, 1992). 

En las neuronas del hipocampo, del nicleo dorsal motor del vago y en neuronas corticales 

se ha encontrado una corriente de potasio activada por calcio insensible at TEA y a la apamina, 

con una conductancia de 19 pS y con una cinética de activacion e inactivacién lenta, a la cual se le 

conoce como corriente sIAHP. Esta corriente participa en la generacién del postpotencial 

hiperpolarizante, en la adaptacion neuronal y es modulada por multiples neurotransmisores. Sin 

embargo, aun no ha sido caracterizada en su totalidad y se desconoce su relacién con los canales 

de potasio SK (Sah, 1993, 1996). 

Efecto aditivo de tos bloqueadores de canales de potasio dependientes de calcio 

La adicién consecutiva de IbTx y/o caribdotoxina mas apamina producen efectos aditivos. 

La corriente persistente saliente llega a bloquearse hasta en un 60%, (Fig. 1t). Lo mismo sucedid 

cuando se invirtid el orden de las toxinas; ademas la posterior adicién de Cd” disminuye una 

fracci6n adicional de la corriente insensible a ambas toxinas. 
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Estos resultados sugieren que las toxinas son especificas para los canales BK y SK, ya que 

el orden de adicidn de fas mismas no afecta el porcentaje de bloqueo de la corriente saliente. Este 

porcentaje fue mayor al observado con el Cd”, posiblemente porque el efecto de este cation es a 

través de la disminucién las corrientes entrantes de calcio. Por lo tanto, el uso de las toxinas 

especificas para los canales activados por calcio proporciona mayor informacion de la proporcion 

de canales BK y SK presentes en las células neoestriatales. El bloqueo adicional por el Cd”, 

después de la aplicacion de ambas toxinas, sugiere la presencia de canales de potasio dependientes 

de calcio insensibles a los bloqueadores de canales de potasio BK y SK. Se les conoce como 

canales de conductancia intermedia (IK) y presentan conductancias entre 30 y 70 pS. Se 

desconoce su papel funciona! (Sah, 1996). 

Los registros en los que previamente se adiciond Cd” nunca mostraron un efecto 

posterior de la apamina o la IbTx (no se muestran), lo que demuestra que la entrada de calcio por 

canales sensibles al voltaje activa a los canales de potasio. Ademas, las mediciones de calcio 

presentes en la solucién interna mostraron valores de alrededor de 150 nM, valores cercanos a la 

concentracion intracelular en condiciones de reposo (Lodish et al., 1995) lo que indica que no 

existe contaminacin por calcio y este necesariamente proviene del medio extracelular. 

En la activacion de canales de potasio dependientes de calcio también participa el calcio de 

las pozas intracelulares. Se ha observado que la aplicacién de cafeina aumenta la amplitud y 

duracién dei postpotencial hiperpolarizante, este efecto es revertido por la procaina (Morita y 

Barret, 1990). De manera similar esto se ha observado en las neuronas de los ganglios simpaticos 

de la rana (Kuba et al., 1983), asi como la disminucién de la corriente insensible a la apamina, por 

la rianodina en las neuronas simpaticas de los ganglios cervicales de la rata (Davies et al., 1996). 

Estos estudios no se han realizado en el neoestriado, por lo que no se descarta la 

posibilidad de que calcio de las pozas intracelulares también active a estos canales. 
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CONCLUSIONES 

1.- Los registros realizados con la técnica de fijacidn de voltaje modalidad célula entera de las 

neuronas neoestriatales, demostraron la presencia de canales de potasio activados por calcio, 

como un importante componente de la corriente saliente persistente (50%). 

2.- La apamina, bloqueador selectivo de los canales tipo SK redujo 25+4.6% la corriente saliente 

3.- La CTX y la IbTx , bloqueadores de los canales BK, reducen un 34.345% y 29.244% la 

corriente saliente. No se encontraron diferencias significativas entre ambas toxinas. 

4.- Hubo efectos aditivos con la adicién consecutiva de caribdotoxina 6 iberiotoxina mas 

apamina. 

5.- Estos resultados demostraron la presencia de canales de potasio dependientes de calcio del 

tipo BK y SK en las neuronas neoestriatales, asi como la posible presencia de canales IK, ya que 

se observo efecto adicional del Cd”’ después de la adicion CTX/IbTx mas apamina, 

6.- Se confirma que el componente dependiente de voltaje de la corriente saliente son transitorios 

y persistentes de inactivacin lenta, sensibles a el 4-AP y TEA respectivamente. 

7.- Existe un componente persistente de la corriente que no se bloqueo con ninguna de las 

substancias utilizadas. La identidad de esta corriente remanente es desconocida. 
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