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ABREVIATURAS
AMPA Acido a-amino-3-hydroxy-5-metil-4-isoxazolepropionico
CaM Calmodulina
CaMBD*  Sitio de union a la calmodulina

CTX Caribdotoxina

DPP Depresion por pulsos pareados
DPS Densidad postsinaptica

FPP Facilitacién por pulsos pareados

GABA* Acido y-aminobutirico

GB Ganglios basales

GPe Globo palido externo

GPi Globo palido interno

IbTX Iberiotoxina

NEM Neurona espinosa mediana

NMDA* Acido N-metil-D-aspartico

NPF Nucleo parafascicular

NST Nucleo subtalamico

PPHc Postpotencial hiperpolarizante corto
PPHmM Postpotencial hiperpolarizante mediano
EPSP* Potencial postsinaptico excitatorio

SN Sistema nervioso

SNC Sistema nervioso central

SNc Substantia nigra pars compacta

SNr Substantia nigra pars reticulata

TEA Tetraetilamonio

RCK Sitio regulador de conductancia de potasio

*por sus siglas en inglés



RESUMEN

En las terminales nerviosas, con la llegada de un estimulo adecuado, se libera el
neurotransmisor a la hendidura sinaptica; sin embargo, la cantidad de neurotransmisor que se
libera es variable. Esto se debe principalmente a que la liberacion es susceptible de ser modulada
por la activacion de receptores presinapticos.

Es generalmente aceptado que los efectores finales de la modulacion presinaptica son los
canales de Ca?", los canales de K*y la propia maquinaria de liberacion. En los Gltimos afios se
ha investigado la presencia y la participacién presinaptica de los canales de K* dependientes de
Ca?" (Kca) en algunas sinapsis del SNC de mamiferos, debido a que su sensibilidad al Ca?* les
podria otorgar una funcién regulatoria sobre la liberacién; sin embargo, la presencia funcional de
estos canales a nivel presinaptico no se ha demostrado en la sinapsis corticoestriatal.

Por lo que, el objetivo del presente trabajo consistié en determinar la participacién de los
canales Kca sobre la liberacién de glutamato en la sinapsis corticostriatal.

Se utilizaron ratas juveniles (14-16 d) previamente anestesiadas para la obtencion de
rebanadas parasagitales de cerebro, y se llevd a cabo el protocolo de facilitacién por pulsos
pareados (FPP), utilizando la técnica de registro electrofisiolégico patch-clamp en la modalidad
whole-cell. Se midi6 el cambio en la FPP en presencia de bloqueadores inespecificos para
canales de K* y Ca?', asi como especificos para canales BK y SK para determinar su efecto
presinaptico; también se registrd el disparo repetitivo de potenciales de accién para evaluar el
efecto postsinaptico.

Utilizando bloqueadores especificos para los canales canales Kca: BK (iberiotoxina) y SK
(apamina), se observé una disminucion en la FPP producido por el bloqueo de los canales BK,
pero no por el bloqueo de los SK. También se confirmé el papel que los canales Kca tienen a nivel
postsinaptico, modificando el patrén de disparo de las neuronas espinosas medianas (NEMSs).

Los resultados sugieren que de los canales Kca, solo los canales BK se encuentran en la
presinapsis y modulan la liberacion de glutamato, debido a que su bloqueo especifico produjo
una disminucion en la FPP. Sin embargo, ambos grupos, los canales BK y SK, ofrecen un efecto
inhibitorio sobre la excitabilidad de las NEMs. Con base a estas contribuciones funcionales en la
sinapsis corticoestriatal, los canales Kca podrian ser vistos como moduladores débiles, en
comparacion con otras familias de canales i6nicos.

Palabras clave: sinapsis corticoestriatal, modulacion presinaptica, facilitacion por pulso pareado, canales i6nicos

presinapticos, canales Kca.



INTRODUCCION
LA SINAPSIS

Las sinapsis son sitios donde se establecen contactos entre dos células a través de
especializaciones de la membrana plasmatica; en estas regiones se lleva a cabo la transmision
de la informacién. Las sinapsis se componen de dos elementos: el elemento presinaptico que
produce y transmite la informacioén, y el elemento postsinaptico que recibe el mensaje. Existen
dos tipos de sinapsis en funcién de la manera en que se transmite la informacién: las sinapsis

eléctricas y las sinapsis quimicas [Shepherd, 2004].

En las sinapsis eléctricas se establecen contactos estrechos entre las membranas de
ambas neuronas. Entre las dos membranas pre- y postsinapticas se forman uniones
comunicantes; estas uniones permiten una continuidad tanto eléctrica como quimica entre el
citoplasma de las dos células. Debido a esta condicidn, es posible el movimiento de corrientes
iGnicas provenientes de la célula presinaptica, las cuales provocan la despolarizaciéon o
hiperpolarizaciéon inmediata de la membrana de la célula postsinaptica. El flujo de informacion en
las sinapsis eléctricas puede ocurrir en ambos sentidos. Ademas, es posible el transporte de otras

moléculas cuyo tamafio no rebase el didmetro del poro [Kandel y Siegelbaum, 2000].

Las sinapsis quimicas son asociaciones entre dos células excitables en donde una
molécula o mensajero quimico (neurotransmisor) es liberado del elemento presinaptico, y este
mensajero es a su vez recibido por el elemento postsinaptico a través de receptores quimicos
especificos; a diferencia de las sinapsis eléctricas, en las sinapsis quimicas no estan involucradas

las uniones comunicantes que permitan el flujo de potenciales eléctricos.

En las sinapsis quimicas el espacio extracelular que separa a los dos elementos es de
alrededor de 30 nm, y la transmisién de la informacion en la mayoria de los casos es
unidireccional. Cada elemento de la sinapsis est4 morfolégica y fisioldgicamente especializado
para efectuar la tarea que le corresponde: mientras que el elemento presinaptico se dedica a
traducir las sefales eléctricas en la membrana, a quimicas mediante la liberacién del
neurotransmisor, el elemento postsinaptico se especializa en recibir el mensaje y traducirlo de

nuevo a una sefial eléctrica [Shepherd, 2004] (ver Figura 1).
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En principio, el elemento presinaptico contiene toda la maquinaria molecular necesaria

para sintetizar, almacenar y liberar el neurotransmisor al exterior a manera de una exocitosis

Figura 1. Modelo general de la
sinapsis quimica. El esquema en A
muestra una sinapsis en donde se
aprecia claramente al elemento
presinaptico como una terminal que
se deriva del axén de una neurona. En
la terminal sinédptica se observa una
gran cantidad de vesiculas, junto con
un arreglo peculiar del citoesqueleto
para favorecer el transporte de estas
vesiculas hacia los sitios destinados
a la liberacién. Las proteinas como la
sinapsina |, junto con otros complejos
que se encuentran en la membrana
plasmatica, se encargan del anclaje y
preparacion de las vesiculas. En la
presinapsis también se encuentran
mitocondrias y otros organelos
importantes para el metabolismo en
general. En el contacto estrecho entre
las dos membranas, existe un cierto
ndamero de especializaciones
sinapticas que estan compuestas de
un sitio activo presinaptico en
contraposicién con una densidad
postsindptica. En la membrana
postsindptica se representan DPSs
donde se encuentran receptores
ionotréopicos y metabotréopicos que
reciben y se unen al neurotransmisor
de manera especifica; en la DPS
también se encuentran complejos
proteicos que estan involucrados en
la regulacion de la actividad de los
receptores. En la micrografia que se
muestra en B se aprecia la sinapsis
de una motoneurona. En el botén
sinaptico se puede distinguir una gran
cantidad de vesiculas y de
mitocondrias. Tanto el sitio activo,
como la densidad postsinaptica, son
identificadas facilmente por su alta
electrodensidad (flechas grandes), la
cual se relaciona con la cantidad de
proteinas existentes en estas zonas.
Modificado de Walmsley, Alvarez, y
Fyffe, 1998.

altamente regulada. El neurotransmisor es sintetizado y almacenado en las vesiculas sinapticas,

las cuales se encuentran ancladas al citoesqueleto, que mantiene un arreglo peculiar para facilitar

la movilizacion de las vesiculas sinpticas hacia ciertos lugares de la membrana plasmética que

estan especializados para la exocitosis [Walmsley, Alvarez y Fyffe, 1998]. En estos lugares,

nombrados sitios activos, las vesiculas sinapticas son ancladas a la membrana y preparadas para
liberar su contenido; tanto la movilizacion de las vesiculas, como la liberacion del transmisor, es

llevada a cabo por distintos complejos proteinicos que se encuentran asociados a las vesiculas
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o0 a la membrana plasmatica [Hammond, 2008]. En la cercania de esta maquinaria proteica
también se encuentran canales ibnicos asociados a la membrana plasmatica que tienen un papel
indispensable tanto en el proceso de la liberacién (canales de Ca?*), como en su modulacion
(canales de Ca?*y K*) [Engelman y MacDermott, 2004; Hammond, 2008].

En relacion al elemento postsinaptico, su membrana plasméatica esta justo enfrente del o
de los sitios activos presinapticos, y presenta estructuras denominadas densidades
postsinapticas (DPSs), que contienen una considerable cantidad de receptores quimicos
acoplados a un canal i6nico (receptores ionotrépicos). Estos receptores son activados
especificamente por el neurotransmisor que es liberado desde la presinapsis. Los receptores
reciben y traducen el mensaje quimico a una sefial eléctrica mediante la apertura del poro del
canal y la generacion de corrientes iénicas a través de la membrana. En esta regién también
existen receptores metabotrépicos (no acoplados a un canal i6nico) cuya funcién no forma parte
de la transmision sindptica estrictamente, sin embargo estan involucrados en la modulacion

postsinaptica [Siegelbaum, Clapham y Swchartz, 2013].

TRANSMISION SINAPTICA

En el sistema nervioso (SN) las neuronas conforman circuitos neurales principalmente a
través del establecimiento de sinapsis quimicas; estos circuitos son la base del procesamiento
de la informacion, la cual se transmite mediante un proceso complejo [Shepherd, 2004]. En
general, la transmision sinéptica se puede resumir como el acarreo de informacién a través de un
mediador quimico entre dos neuronas, involucrando la traduccion de una sefial eléctrica
presinaptica a una quimica (el neurotransmisor), y posteriormente la recepcién y traduccién de
esta sefial quimica a una nueva sefial eléctrica postsinaptica. Este proceso se puede resumir en

los siguientes pasos (Figura 2) [Augustine, 2001]:

1. El proceso inicia cuando un potencial de accion llega a la terminal sinaptica, provocando la
despolarizaciéon de la membrana.

2. Los canales i6nicos de Na* y Ca?* dependientes al voltaje que estén presentes son activados
de tal forma que se generan corrientes entrantes de estos cationes que despolarizan la
membrana.

3. Por la depolarizacién, se incrementa la concentracion de Ca?' intracelular ([Ca?']),

generalmente de menos de 100 nM hasta alrededor de 1 yuM, en términos de calcio libre,
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durante fracciones de milisegundos en las regiones membranales donde haya mayor densidad

de canales de Ca?", que se les denomina dominios de Ca?*.

4. En lavecindad de estos dominios de Ca?* se encuentran sitios activos que presentan proteinas

encargadas de la liberacion, las cuales son activadas por el aumento en la [Ca?*]. El Ca?*,

entre otras funciones, favorece la fusion de las vesiculas singpticas con la membrana

plasmatica y la exocitosis su contenido hacia la hendidura sinaptica.

5. La despolarizacion durante el potencial de accién también activa canales de K* dependientes

de voltaje (K,), asi como canales rectificadores retardados y los dependientes de Ca?* (Kca).

Estos canales repolarizan e hiperpolarizan la membrana, impidiendo la apertura, o, de estar

abiertos, disminuyendo el tiempo de apertura de los canales de Ca?*, impidiendo el aumento

en la concentracion intracelular de este cation y frenando la liberacién del contenido vesicular

a la hendidura sinaptica.
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Figura 2. Latransmisién sinaptica. El proceso
se esquematiza con base en su orden
secuencial, del paso 1 al 11. Al llegar un
potencial de accion a la terminal (1), se activan
conductancias de Ca?' (2) que permiten la
entrada de este catiéon (3), involucrado en la
preparacion (4), anclaje (5) y fusion (6) de las
vesiculas sinapticas con la membrana
plasmatica. El neurotransmisor posteriormente
se libera en la hendidura sinaptica donde puede
ser hidrolizado (8) o recapturado (8a) antes o
después de unirse a algun receptor. La
transmision sinaptica se efectdta cuando la
molécula mensajera activa receptores
acoplados a canales i6nicos postsinapticos (9)
cuyas corrientes iénicas generan potenciales
eléctricos que se propagan por la membrana
(10). De no ser el caso, es posible que el
transmisor actGe como modulador activando
receptores metabotropicos que originan la
modulacién presinaptica (9a), o postsinaptica
(10a); esta modulacién no forma parte del
proceso de transmision estrictamente.

Finalmente, si se activan los receptores
necesarios para generar un cambio en el
potencial de membrana, se generaran

potenciales sinapticos que se propagan a lo
largo de la membrana postsinaptica (11).
Existen otros procesos que se llevan a cabo a
la par con la transmision sinéptica, como la
sintesis y almacén del transmisor (Ay C), y la
regulaciéon de vias de sefializacién que ejercen
efectos diversos sobre la fisiologia de la
neurona (12). Modificado de Shepherd, 2004.




6. El neurotransmisor liberado ahora tiene 3 posibles destinos: ser recapturado por neuronas o
por la glia; ser degradado por enzimas que se encuentren en el medio; o actuar como ligando
especifico a algun receptor que se encuentre en el elemento postsinaptico.

7. Para que la transmision sinaptica se efectle es necesaria esta union del neurotransmisor con
el receptor postsinaptico; durante la activacion de los receptores ionotrépicos, se induce un
cambio conformacional que provoca la apertura del poro del canal. De esta manera, se
generan corrientes ibnicas y se da una respuesta postsinaptica a manera de un potencial
eléctrico que se propaga a través de la membrana. Dependiendo de a qué ion(es) sea selectivo

el canal, se generaran potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPs) o inhibitorios.

Cada paso de la transmision sinptica est4 determinado por una diversidad de factores. Por
ejemplo, a nivel postsinaptico se encuentran mecanismos encargados de aumentar o disminuir
la sensibilidad con que se genera una respuesta a un estimulo dado. En cambio, a nivel
presinaptico encontramos otros mecanismos que determinan la cantidad de neurotransmisor
liberado, los cuales se describen mas adelante. En presinapsis, debido a la accion conjunta de
estos mecanismos modulatorios, la cantidad de neurotransmisor liberado no es siempre la misma,
por lo cual su liberacién se considera un proceso probabilistico [Boyd y Martin, 1956; Miller, 1998;
Hammond, 2008].

MODULACION PRESINAPTICA

La modulacion presinaptica es el conjunto de factores que regulan la cantidad de
neurotransmisor liberado, pudiendo disminuir o aumentar la probabilidad de liberacion. Aunque
este proceso se realiza de distintas maneras, es originado por la activacién de receptores
metabotrépicos asociados a la membrana presinaptica; la accion de estos receptores se ve
mediada por segundos mensajeros que repercuten en el funcionamiento de los efectores finales
de la modulaciéon. Hasta el momento, se han reconocido tres efectores que pueden alterar la
cantidad de transmisor liberado: (1) la maquinaria molecular que participa en la fusion de la
vesicula sinaptica; (2) canales de Ca?* presinapticos; y (3) canales de K* presinapticos [Miller,
1998]. En los tres casos, es posible que se favorezca o se inhiba el funcionamiento normal de la
magquinaria o de los canales ionicos, repercutiendo finalmente en la probabilidad de liberacion.
Con base a este mecanismo de la modulacion, se puede decir que los canales i6nicos
presindpticos no participan en la liberacién de una manera constante [Meir, 1999]. Debido a que

la liberaciéon es un proceso dependiente de calcio, los canales de Ca?* dependientes de voltaje
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(Cav) son considerados los principales responsables de la modulacién [Zucker, 1993]; no obstante
otros canales i6nicos también participan indirectamente en la regulacién de la liberacién del
transmisor. Dentro de estos, se encuentran los de K* dependientes de voltaje, los rectificadores

entrantes (Kir) y en este trabajo se muestra el papel de los canales de K* dependientes de Ca?".

Canales de Ca?* presinapticos

Independientemente de la modulacién presinaptica, los canales de Ca?* dependientes de
voltaje (Cav) en general son esenciales para la liberacion del neurotransmisor [Zucker, 1993]. Se
han identificado cinco subunidades diferentes que componen a esta familia de canales de Ca?
(as, 020, B, y). La subunidad a; conforma tanto el poro del canal como el mecanismo sensible al
voltaje encargado de su apertura; las subunidades ai, 0.0, B, y modifican las propiedades
fisioldégicas de la subunidad principal. En base a sus caracteristicas biofisicas, moleculares y
farmacologicas, los canales Cay se han clasificado en dos principales grupos: (1) los canales de
Ca?" de bajo umbral, también llamados tipo T o Ca,3, y (2) los canales de Ca?* de alto umbral,
gue comprenden los canales tipo L o Ca,1, tipo N o Ca,2.2, tipo P/Q o Ca,2.1 y tipo R 0 Ca,2.3.
En general, los canales de Cay, estan involucrados en los procesos intracelulares dependientes
de Ca?", ya que relacionan la sefializacion electrofisiolégica a nivel de la membrana plasmatica
con estos estos procesos, dentro de los cuales podemos destacar la liberacion del
neurotransmisor [Catterall, et al., 2005; Augustine, Santamarina y Tanaka, 2003].

En mamiferos y otros vertebrados se han encontrado los canales tipo L, Ny P/Q en las
terminales sinapticas del SN, pudiendo haber mas de un tipo de canal en la misma terminal [Barral
et al., 1999; 2000; 2001; 2003; José et al., 2007, Sanchez Mejorada et al., 2009]; ademas de esto,
la contribucién de un tipo de canal de Ca?* no es idéntica a la de contribucién de otro [Mintz,
Sabatini y Regehr, 1995; Meir et al., 1999]. A las regiones membranales presinapticas donde se
encuentren agrupados varios canales Ca., se les denomina dominios de Ca?*, debido a que en
el citoplasmatica circundante ocurren variaciones relativamente grandes de la concentracion de
Ca?* respecto a otras regiones del citoplasma; estas variaciones ejercen una influencia robusta
sobre cualquier proceso dependiente de Ca?" que se encuentre en la vecindad. La apertura de
los canales Ca, generalmente ocurre durante la llegada de un potencial accion, en donde se
generan corrientes entrantes de Ca?" que inducen un aumento en la [Ca?'] desde una
concentracion basal de alrededor de 100 nM, hasta valores de entre 1 a 100 uM en la cercania
de los dominios de Ca?*; en el resto del citoplasma de la terminal también se da una alza en la
[Ca?']i, aunque no es tan grande respecto a la del dominio debido a la difusién, la captura y el

bombeo de este catién hacia reservorios intracelulares o hacia el exterior de la célula [Zucker,

14



1999; Neher y Sakaba, 2008]. Dentro de estos dominios de Ca?" es probable encontrar sitios
activos cuyas proteinas, que corresponden a la maquinaria de liberacion del neurotransmisor, se
encuentran asociadas con canales de Ca?" para favorecer la liberacion en funcién de los
incrementos en la [Ca?']i que ocurren en estas regiones [Zucker, 1993; Lévéque et al., 1994]. En
cuanto al mecanismo por medio del cual se traducen las sefiales de Ca?" a una liberacion del
transmisor, se ha propuesto a una familia de proteinas, denominadas sinaptotagmina, como los
principales sensores del Ca?* intracelular y como efectoras sobre los complejos proteicos que
realizan la fusion de la vesicula sindptica con la membrana plasmaética [Littleton et al., 2001;
Hammond, 2008].

Canales de K* presinapticos

Un grupo de canales i6nicos cuya contribucion a la excitabilidad es muy importante son
los canales de K*. En las ultimas décadas se ha sugerido y evidenciado el papel de los canales
de K* como participantes en la modulacion presinaptica [Meier, 1999; Kim y Hoffman, 2008;
Rama, Zbili y Debanne, 2014].

De todas las familias de canales iénicos, los canales de K* son el grupo mas diverso, y tal
vez también de los mas estudiados. Se han reconocido tres principales grupos con base a la
estructura primaria de las subunidades a que les confiere diferentes dindmicas y funciones en la
membrana. El primer grupo contiene a la familia de canales de K* dependientes de voltaje (K,), y
los dependientes de Ca?* (Kca). Los canales K, son responsables de la generacion de la corriente
A (Ia) que provoca el retraso en la aparicion de un potencial de accion, y de la repolarizacion; los
canales Kca contribuyen a la repolarizacion y generan el postpotencial hiperpolarizante (PPH) y
la adaptacion en la frecuencia de disparo. El segundo grupo corresponde a la familia de
rectificadores entrantes (Kir); estos canales contribuyen al mantenimiento del potencial de
reposo. Finalmente, el tercer grupo contiene a la familia de canales mas recientemente
descubierta, los canales de K* de doble poro involucrados en las llamadas corrientes de fuga
[Coetzee et al., 1999; Hille, 1992].

Ahora bien, las funciones de los canales de K* en las neuronas se han estudiado al nivel
del soma, por lo que su funcién en otras regiones de la membrana se ha inferido en base a éstas
[Meir et al., 1999]. Ademas, cada familia de canales de K* contribuye de manera especial a la
excitabilidad membranal, de tal modo que su presencia en diferentes proporciones y regiones de
la membrana determina las propiedades activas de una neurona. Por lo tanto, los canales de K*

serian los responsables del mantenimiento del potencial de reposo, la repolarizacion, el PPH, la
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facilidad con la que se evoque un potencial de accion, la regulacién de la frecuencia de disparo y
la duracion de los eventos de disparos en rafaga, todo esto en la membrana presinaptica; estos
aspectos funcionales se verian reflejados en la cantidad de Ca?* entrante durante cada potencial

de accidn, que finalmente repercute la probabilidad de liberacion del transmisor.

Practicamente todos los grupos de canales e K* mencionados anteriormente se han
identificado a nivel presindptico en distintas sinapsis del SN de mamiferos [Meneses et al., 2015;
2016]. Una de las familias de canales de K* que se ha propuesto como un participante probable
y estratégico en la liberacion del neurotransmisor es la familia de canales Kca [Bartschat y
Blaustein, 1985; Robitaille y Charlton, 1992; Kim y Hoffman, 2008].

CANALES DE K* DEPENDIENTES DE Ca?*

Los canales Kca son la segunda familia mas numerosa de canales de K* después de los
dependientes de voltaje. Su funcionamiento, al estar favorecido con la [Ca?'];, les confiere una
dependencia directa con las conductancias de Ca?* dependientes de voltaje; sin embargo, los
canales Kca a su vez establecen una relacion indirecta de retroalimentacion negativa sobre la
actividad de los canales Cay a través de la hiperpolarizacion del potencial de membrana. Debido
a esta relacion fisiologica, la actividad de los canales Kca repercute sobre funciones que dependen
de la homeostasis del Ca?* intracelular, como la contraccién muscular, la secrecién hormonal y la
liberacion del neurotransmisor en las terminales sinapticas del SN [Vergara et al., 1998]. Tomando
en cuenta su estructura primaria, se pueden discernir cinco grupos principales: Kcal (canales BK),
Kca2 (canales SK), Kca3 (canales IK), Kcad y Keab [Wei et al., 2005]. Este trabajo sélo se enfoco
en los dos primeros grupos, los BK y los SK, ya que los canales IK al parecer no se expresan en

el SNC de mamiferos, mientras que las subfamilias KCa4 y 5 no son sensibles al Ca?*.

Canales Kcal 0 BK

Los canales BK fueron la primera subfamilia de canales Kca en ser caracterizada tanto por
su dependencia tanto al Ca?* intracelular como al voltaje, y su conductancia unitaria grande
respecto al resto de los canales de K*; los canales BK se han encontrado en practicamente todos

los tipos de células excitables [Hille, 1992].

Los canales BK estan compuestos por cuatro subunidades a, de siete segmentos
transmembranales cada una, que juntas conforman el poro; también presentan una subunidad 8

de dos segmentos transmembranales que se mantiene asociada a la subunidad principal con una
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estequiometria 1:1 (Figura 3). Los segmentos S5-S6 forman el poro del canal, mientras que la
dependencia de los canales BK al voltaje se debe a los segmentos S2-4, y su dependencia al
Ca?* se relaciona con tres sitios de unién en la regién carboxilo terminal de la subunidad a; dos
de los tres sitios de unién al Ca?* se les denomina sitios de regulacion de conductancia de K*, o
RCK, mientras que el tercero convencionalmente se le llama “canasta de Ca?"”. La subunidad B
tiene funciones de regulacion en la dinamica de activacion y desactivacion del canal, y modifica
su sensibilidad farmacolégica a algunos bloqueadores [Berkefeld et al., 2010]. La estructura
molecular de los canales BK ha ayudado a los investigadores a entender su funcionamiento. No
obstante, debido a su sensibilidad tanto al voltaje como al Ca?*, su dinamica de funcionamiento
es mas compleja que la de los canales Ky, debido a que estos dos factores cooperan
sinérgicamente para la activacion del canal. Un aspecto muy importante de la biofisica de estos
canales es que presentan la conductancia unitaria mas grande conocida dentro de los canales
de K*, con valores de alrededor de 250 pS [Pantazis y Olcese, 2016]. Esta magnitud puede

explicar su contribucién significativa en la excitabilidad membranal.

Dentro de las funciones de los canales BK destacan: (1) una contribucion importante a la
repolarizacion, lo que determina la duracion del potencial de accion; y (2) la generacién del post-
potencial hiperpolarizante rapido (PPHr) [Storm, 1997], que repercute a la regulacién de la
frecuencia de disparo. Su actividad se ve inhibida por el tetraetilamonio (TEA) a concentraciones
menores a 1 mM, por Ba?" a concentraciones micromolares y por Cs* a concentraciones
milimolares [Coetzee et al., 1999]. La caribdotoxina (CTX; ICso = 2.9 nM) y la iberiotoxina (IbTX;
ICs0= 250 pM), dos toxinas proteinicas que se extraen del veneno de alacranes, también inhiben
el funcionamiento de los canales BK. En cuanto a sus agonistas, se ha encontrado que los
alcoholes, como el etanol, incrementan la probabilidad de apertura de estos canales [Galvez et
al., 1990; Wei et al., 2005; Martin, 2010].
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Su distribucion dentro del sistema nervioso central (SNC) de mamiferos es muy amplia;
las regiones donde hay mayor expresién de la subunidad a son el bulbo olfatorio, corteza,
ganglios basales (GB), hipocampo, tdlamo, nucleos vestibulares y la espina dorsal [Contet et al.,
20186].

. Figura 3. Estructura molecular de los canales BK.
Subunidad 8 Los canales BK estan constituidos por cuatro
subunidades a y una B. Aqui se esquematiza la
estructura de estas proteinas asociadas a la
membrana plasméatica. La subunidad a se compone
de siete segmentos transmembranales (S0-S6); los
segmentos S8-10 se encuentran en el citosol. El
segmento sensible al voltaje es S4, mientras que S5
y S6 conforman el poro del canal; RCK1y 2, asi como
la canasta de Ca?* son sitios de unién al Ca?* que le
confieren al canal la sensibilidad a este cation. La
subunidad B8 se compone de dos segmentos
transmembranales unidos por un asa extracelular.
Modificado de Berkefeld et al. 2010.

Canales Kca2 0 SK

Ademas de los canales BK, otro grupo muy conocido de canales Kca son los canales SK,
originalmente identificados como canales de “conductancia pequefia”’, insensibles al voltaje y que
s6lo se activan a concentraciones nanomolares de Ca?* intracelular (K¢ = 600-700 nM). Hasta el
momento se han identificado tres subunidades diferentes: SK1 0 Kca2.1, SK2 0 Kca2.2 y SK3 o
Kca2.3. Algunos autores incluyen a los canales IK (Kca3.1) dentro de los SK como una subfamilia
mas (en este caso, Kca2.4) por la similitud existente entre las estructuras primarias de sus
subunidades a. En general, la estructura molecular de los canales SK (Figura 4) comprende
cuatro subunidades de seis dominios transmembranales cada una, cuyos segmentos 5y 6
componen el poro del canal. La dependencia al Ca?* de los canales SK no se debe estrictamente
a alguna propiedad especial de la subunidad principal, sino que se deriva de su accién conjunta
con otra proteina, la calmodulina (CaM); esta es una proteina citoplasmatica involucrada en la
captura y regulacion de la [Ca?]i. En el carboxilo terminal de la subunidad a se encuentra el
llamado sitio de unién a la calmodulina o CaMBD. La CaM, al estar estructuralmente asociada al

canal, promueve la apertura del poro; debido a esta funcion, a la CaM se le considera como una
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subunidad accesoria 0 “B” asociada a la subunidad principal de los canales SK [Schumacher,
Rivard, Bachinger y Adelman, 2001].

Aungue el Ca?" se une a la CaM a concentraciones micromolares, cuando ésta se
encuentra asociada a la CaMBD, su sensibilidad al cation aumenta hasta concentraciones
nanomolares. De esta manera, la probabilidad de apertura de los canales SK se incrementa con
variaciones relativamente pequefias en la [Ca?'), lo que ha llevado a considerarlos como
importantes reguladores del Ca?* intracelular en condiciones basales; no obstante las funciones
gque mas representan a estos canales en la excitabilidad membranal son la generacion del PPH
mediano (PPHm), la adaptacion de la frecuencia de disparo y la latencia posterior a eventos de

disparos en rafaga [Stocker, Krause y Pedarzani, 1999; Stocker, 2004].

Su funcionamiento se ve afectado por agonistas y antagonistas exdgenos cuyos efectos
se han aprovechado para estudiar la contribucién de los canales SK a la fisiologia celular. Los
canales SK son bloqueados por la apamina, un componente del veneno de abeja que inhibe su
apertura a diferentes concentraciones dependiendo de la subunidad a de la que se trate: ICso =
3.3 nM para la subunidad SK1, 83 pM para SK2 y 0.6 nM para SK3 [Barfod, Moore y Lidofsky,
2001; Strgbeek, et al., 2000; Wei et al., 2005]. La bicuculina, un alcaloide muy utilizado para
bloguear receptores GABAa, también ejerce un efecto inhibitorio sobre los canales SK (ICso= 1.1
pMM) [Khawaled, Bruening-Wright, Adelman y Maylie, 1999].

Figura 4. Estructura molecular de los canales
SK. La estructura general de la subunidad a se
S1-4 S5 s6 esquematiza con su ,re_spectiva asociacion en la
membrana plasmatica. Los segmentos
transmembranales de la subunidad (café claro)
se enumeran desde el amino inicial hasta el
carboxilo terminal (café oscuro). El sitio de unién
a la calmodulina (CaMBD) se puede observar
CaM justo en la cadena del carboxilo terminal (azul),
la cual mantiene la unién con una CaM. Esta
proteina representa a una subunidad
complementaria, también llamada B. La CaM
establece una relaci6on estructural y funcional
con la subunidad a debido a su sensibilidad a la
CaMBD concentracion de Ca?* intracelular; cuando esta
se une al calcio libre, induce la apertura del
canal. Modificado de Berkefeld et al., 2010;
modelo de CaM tomado de Wilson y Brunger,
N 2000.

C

Las tres subunidades principales de los canales SK se encuentran ampliamente
distribuidas en el SNC. Las subunidades SK1 y 2 mantienen un patron de expresion similar, en
donde la capa V de corteza y el hipocampo son las estructuras que tienen mas nivel de expresiéon

de estas subunidades. En cuanto a la subunidad SK3, su distribucion es muy contrastante
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respecto a sus homoélogas; el tAlamo, el nucleo dorsal del rafe, la substantia nigra y el cerebelo
son algunos de los nucleos que presentan mayor expresion de esta subunidad [Stocker y
Pedarzani, 2000].

Importancia de los canales Kca presinapticos

A los canales Kca se les ha considerado mecanismos probables y efectivos de
retroalimentacién negativa: en cualquier condicién que involucre un alza en la [Ca?];, habria una
respuesta hiperpolarizante que disminuiria la facilidad con que se excite la membranay se activen
conductancias de Ca?* [Reinhart, Chung y Levitan, 1989; Tonini et al., 2013; Benhassine y Berger,
2008]. Se ha observado que el significado de su funcionamiento sobre las propiedades activas
de la membrana depende de la regién de la célula donde se encuentre, por ejemplo, en el soma
o0 en la terminal sinéptica [Hu et al., 2001; Sah, 1996]. En base con estos aspectos funcionales,
en presinapsis los canales Kca contribuirian significativamente a la regulacién del proceso calcio-
dependiente de la liberacién mediante una relacién funcional establecida con los canales de Ca?*
sensibles al voltaje. Esta relacion es congruente con evidencia reciente acerca de asociaciones
estructurales existentes entre los canales de Ca?* tipo N y los canales BK, lo que sugiere un
arreglo espacial estratégico para esta familia de canales [Berkefeld et al., 2006]. Con base en
este acoplamiento espacial y funcional de canales Kca, en condiciones de sobreexcitacion que
desencadenen una elevada concentracién del Ca?* intracelular, estos canales podrian servir
como un “freno de emergencia” para este tipo de eventos, adquiriendo una importancia protectora

para la fisiologia normal en la presinapsis y en la neurona en general [Hu et al., 2001].

Los canales Kca se han estudiado en practicamente todas las sinapsis mas conocidas del
SNC de mamiferos. A nivel de modulacion sindptica, quizas una de las sinapsis mas estudiadas
es la sinapsis corticoestriatal, que se encuentra en el conjunto de nicleos denominados ganglios

basales.

GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales (GB) son un conjunto altamente interconectado de nucleos
subcorticales. Estan integrados por cuatro ndcleos principales: el cuerpo estriado; el globo palido
(GP), subdividido en a su vez en el globo pélido externo e interno (GPe y GPi, respectivamente);
el nucleo subtaldmico (NST), también llamado subtalamo; y la substancia nigra (SN), la cual se
compone por dos partes, la pars compacta y la pars reticulata (SNc y SNr respectivamente). Los

GB han sido estudiados por estar asociados a funciones motoras; su importancia radica en estar
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involucrados en la planeacion, la iniciacién y el control del movimiento, asi como la conducta y el
aprendizaje motor, debido a que interconectan la corteza cerebral con algunos nucleos asociados
al comportamiento [Gerfen y Bolam, 2010], ademas de que un mal funcionamiento derivado por
uno o mas de estos nucleos puede llegar a comprometer la iniciacion y el control del movimiento

voluntario [Wichmann y DelLong, 2000].

Circuito basico de los GB

Hay tres aspectos que se pueden distinguir y destacar del circuito general de los GB: (1)
las entradas o aferencias de informacion desde otras regiones del encéfalo hacia los nucleos de
entrada; (2) las salidas o vias eferentes de axones provenientes de las neuronas de proyeccion
del o de los nacleos de salida; y (3) la misma conectividad interna entre los nucleos de los GB
gue procesa la informacion entrante para generar alguna posible respuesta dirigida a los nucleos
de salida. Estas conexiones, y el arreglo de los nucleos en el SNC del roedor se pueden apreciar

en la Figura 5.

_Coliculo
superior

Figura 5. Arreglo y conectividad de los ganglios basales. Aqui se aprecia un esquema del cerebro de rata
donde se destaca el circuito basico de los GB. Las vias de entrada y salida de los GB se ilustran con flechas
verdes, mientras que las conexiones que se establecen entre los nicleos dentro de los GB se muestran de
color azul para la via directa, y rojo para la via indirecta. Se destacan las dos vias de informacién que son
discernibles desde el estriado: la via directa que se origina por las neuronas espinosas medianas (NEMs) que
expresan el receptor a dopamina D1 y cuyo objetivo es la SNr, y la via indirecta que proviene de las NEMs
expresando el receptor D2 y que proyectan hacia el GPe. Modificado de Gerfen, 2006.
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En cuanto a la entrada de informacion, los GB reciben aferencias principalmente desde la
corteza, asi como de otros nucleos como: el nucleo parafascicular talamico (NPF), del nacleo
tuberomamilar, del ndcleo dorsal del rafe, de la amigdala y del hipocampo. Todas estas entradas
convergen en el nucleo principal de entrada al resto de los GB, el estriado. No obstante, existen
colaterales provenientes del exterior de los GB que también pueden hacer sinapsis en el resto de
los nucleos de los GB, como algunas terminales corticales que se encuentran en el NST. [Bolam
y Ellender, 2016; Gerfen y Bolam, 2010; Wilson, 2004].

Los nucleos de salida de los GB son el GPiy la SNr. Las vias eferentes que provienen del
GPi proyectan hacia el nucleo ventral lateral (NVL) y el NPF del talamo. Al mismo tiempo, la SNr
proyecta sus axones hacia el NPF, el nucleo ventral medial y el nacleo medial dorsal del talamo,
la corteza frontal, el coliculo superior y el nicleo peduinculo pontino [Wilson, 2004]. Todos estos
nucleos de salida tienen funciones motoras y conductuales; ademas, las terminales GABAérgicas
de la SNr hacia el NPF regulan la actividad de las regiones corticales frontales que se han
asociado a la misma planeaciéon del movimiento, por medio de via talamo-cortical [Gerfen y
Bolam, 2010].

De esta forma, la informacién de origen cortical repercute en la actividad de nucleos del
diencéfalo y el mesencéfalo involucrados en el comportamiento motor, cuando previamente ha
sido procesada dentro del circuito de los GB. Cuando se describe este circuito, se pueden
discernir dos vias que se encargan de procesar y comunicar la informaciéon que proviene del
ndcleo de entrada (el estriado) con los nicleos de salida (GPi y SNr). Estas dos vias se han
separado por el arreglo sinaptico que comprenden entre los nlcleos y por la significancia
funcional y conductual que representan, aunque ambas son originadas en el estriado (ver Figura
1-B).

La via directa comprende un haz de axones que conectan directamente el estriado con el
GPiy la SNc, por lo que también se le suele denominar via estriatonigral. En esta via se da una
disminucién en la liberacién de GABA sobre los nucleos exteriores, que finalmente se traduce en
un aumento en la actividad taldmica y cortical y un favorecimiento del movimiento.
Contrariamente, la via indirecta, también llamada via estriatopalidal, pone de por medio al GPe y
el NST como relevos entre el estriado y el GPi-SNr. Debido a este arreglo que pone de por medio
a las neuronas GABAérgicas del GPe, existe una inhibicion de los nucleos blanco fuera de los

GB; por lo tanto, el efecto final es una inhibicion del movimiento [Gerfen y Bolam, 2010].
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Debido a que es el origen de la via directa e indirecta y a la significancia que ejerce sobre
la activacion o inactivacion de estas dos vias por parte de la entrada de informacién cortical y
taldmica principalmente, el estriado se ha considerado el nacleo de mayor importancia para el

control del movimiento.

El estriado

El estriado recibe su nombre por la gran densidad de axones que recibe y que dan la
apariencia de estrias que atraviesan el nacleo desde la region dorsal hasta la ventral. Su
importancia recae en ser el principal nicleo de entrada al resto de los nucleos de los ganglios
basales. Esta compuesto por el nicleo caudado, el putamen y el nicleo accumbens. En primates
tanto el caudado como el putamen permanecen separados por la capsula interna, mientras que
en roedores se encuentran adyacentes. De aqui en adelante se referira al estriado como el
conjunto de los tres ndcleos debido a que permanecen adyacentes en el SNC de la rata, sin
embargo, el presente trabajo se enfoca en los dos primeros (el caudado y putamen)
[Groenewegen y Uyling, 2010].

Dentro de este ndcleo hay diferentes tipos de neuronas que se han caracterizado
morfolégica, bioquimica y electrofisiolégicamente. Las neuronas que reciben la mayor cantidad
de entradas de los nlcleos exteriores son las neuronas espinosas medianas (NEMs), también
llamadas neuronas espinosas de proyeccion debido a que del mismo modo son las neuronas que
conforman las vias de salida hacia el GPe o GPi-SNr. Estas neuronas representan un 95% de la
poblacion neuronal de estriado. Las NEMs reciben su nombre por su morfologia. Su soma mide
12-20 pm, presentan de 7 a 10 dendritas primarias que se ramifican formando dendritas
secundarias; a partir de éstas se observa una gran densidad de espinas dendriticas; el espacio
gue ocupa el arbol dendritico de una NEM es de alrededor de 200 um de diametro. Su axon es
proyectado fuera del nicleo, aunque también se ramifica para dar lugar a algunos axones
colaterales que hacen sinapsis con otras NEMs e interneuronas que se encuentren en la vecindad
[Plenz y Wickens, 2010].

Las caracteristicas electrofisiologicas de las NEMs han sido bien descritas en las ultimas
décadas. Presentan un potencial de reposo de -70 a -80 mV, aunque es posible la oscilacion
entre dos potenciales de reposo en condiciones in vivo, denominados estados up y down [Wilson
y Kawaguchi, 1996; Vergara et al., 2003]. Las NEMs tienen dos corrientes rectificadoras de K*,
una que se activa a potenciales hiperpolarizados generada por canales K; que se opone a la

hiperpolarizacion, y otra corriente “A” (la) originada por los canales K, que retrasa el disparo del
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potencial de accién a estimulos despolarizantes [Nisenbaum y Wilson, 1995; Gabel y Nisenbaum,
1998]. Ademas, presentan un PHP debido a la activacion de conductancias de K* dependientes
de Ca?* (Kca) [Pineda et al., 1992; Pérez-Garci, Bargas y Galarraga, 2003]. Durante el disparo en
rafagas, es posible observar una adaptacion en la frecuencia de disparo que también se le

atribuye a la actividad de estas conductancias de potasio.

Las NEMs presentan un disefio morfolégico especial que les permite integrar una cantidad
considerable de informacién proveniente de mdltiples fuentes. Estas neuronas reciben
proyecciones glutamatérgicas de las capas V y lll de la corteza, del tAlamo, de la amigdala y del
hipocampo, asi como aferencias serotonérgicas del ndcleo dorsal del rafe y dopaminérgicas
provenientes de la SNc. Las NEMs también reciben entradas de colaterales inhibitorias de sus
homologas [Groenewegen y Uyling, 2010].

Las NEMs estan bajo la modulacion constante por la actividad colinérgica y GABAérgica
de interneuronas que forman parte del microcircuito estriatal: (1) las interneuronas colinérgicas,
también llamadas neuronas grandes sin espinas, inervan a las NEMs en el soma, los ejes
dendriticos y en las espinas dendriticas; (2) las interneuronas parvalbuminérgicas (que junto con
las somatostatinérgicas, conforman el grupo de interneuronas GABAérgicas del estriado, también
llamadas neuronas medianas sin espinas) que hacen sinapsis con las NEMs principalmente a
nivel del soma; (3) las interneuronas somatostatinérgicas; sus terminales realizan sinapsis en las

espinas y ejes dendriticos de las NEMs [Kawaguchi et al., 1995].

Ahora bien, referente a la salida de informacién hacia otros nucleos de los GB, las NEMs
se subdividen en dos poblaciones; una de ellas colibera substancia-P ademéas de GABA, y de
acuerdo al circuito sinaptico que presentan, forman la via directa. La otra mitad de las NEMs,
ademas de GABA colibera encefalinas y forma la via indirecta. Por otro lado, estas neuronas
presentan receptores dopaminérgicos: las neuronas que tienen substancia-P presentan
receptores dopaminérgicos de la familia D1, mientras que las NEMs encefalinérgicas presentan

receptores D2 [Kawaguchi, 1997]

Debido a que las NEMs juegan un papel fundamental en el flujo de la informacion a través
de ambas vias, se han estudiado los procesos de transmisién sinptica y sus respectivos
mecanismos moduladores tanto a nivel presinaptico, como postsinaptico en las diferentes
entradas que convergen en estas neuronas. La sinapsis corticoestriatal junto con la

talamoestriatal, acarrean la mayor cantidad de informacion entrante a los GB.
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Sinapsis corticoestriatal

En las capas V y lll de la corteza podemos encontrar dos tipos de neuronas piramidales,
aquellas que contribuyan con sus axones al tracto piramidal en el tallo encefélico, y aquellas que
s6lo proyecten hacia la misma corteza en ambos hemisferios. A las primeras se les denomina
neuronas del tracto piramidal (TP), mientras que a las Ultimas se les conoce como neuronas

intratelencefalicas (IT) [Reiner, 2010].

En a sinapsis corticoestriatal, ambas neuronas inervan el estriado haciendo sinapsis
principalmente con las NEMs; existen varios aspectos generales que hay que considerar para
entender el funcionamiento de esta sinapsis. Asumiendo que todas las areas corticales proyectan
hacia el estriado, también existe una l6gica topogréafica al momento de integrar la informacion

cortical; por ejemplo, el caudado recibe mayor cantidad de aferencias de la corteza prefrontal,

R R R et

Figura 6. Representacion de la sinapsis corticoestriatal de la rata. En A se esquematizan los dos tipos de
neuronas corticales que proyectan hacia el estriado: las intratelencefalicas (IT) y las del tracto piramidal (TP),
las cuales hacen sinapsis con los dos tipos de células de proyeccion del estriado: NEMs de la via directa que
expresan el receptor D1, y neuronas de la via indirecta que expresan D2 de manera preferencial,
respectivamente. En B y C se muestra la arborizacion de una neurona TP y una IT, respectivamente; escala:
1 mm. Tomada de Reiner, 2010.
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mientras que el putamen integra informacion proveniente de corteza motora y sensitiva. Ademas,
se ha observado cierta preferencia en cuanto a la cantidad de sinapsis conformadas dependiendo
de la NEM que se trate; las neuronas del TP tienden a formar mayor cantidad de sitios activos
con las NEMs que conforman la via indirecta en los GB, mientras que las neuronas IT mantienen
una preferencia sobre las que originan la via directa (Figura 6). Tomando en cuenta este patron
de inervacion de los axones corticoestriatales, se ha inferido que ninguna NEM presenta
semejanza con alguna homdéloga respecto a sus las entradas corticales [Groenewegen y Uyling,
2010].

A un nivel mas fino, las sinapsis que forman las terminales corticales son asimétricas
glutamatérgicas; se han encontrado los receptores a glutamato NMDA y AMPA-kainato en las
densidades postsinapticas de las NEMs, aunque también estdn presentes los receptores
mGIuR1. Debido a la presencia de diversos receptores a nivel pre- y postsingptico se ha
incentivado el estudio de la modulacién en la transmisién sindptica mediada por estos receptores
mediante protocolos de depresion, potenciacion y facilitacion. Debido a que los canales i6nicos
estan involucrados en la modulacion presinaptica, se ha querido conocer tanto su presencia como

su papel en la transmision.

ANTECEDENTES

Como se menciond, en las sinapsis quimicas la liberacion del transmisor depende de la
entrada de Ca?" a la terminal durante la llegada de un potencial de accién [Zucker, 1993], y es
modulada por canales de K* [Roepery Pongs, 1996; Kim y Hoffman, 2008], aunque la modulacion
presinaptica también puede ser mediada por canales de Ca?* [Miller, 1998]. Dentro de los canales
de K* que participan en la liberacion, se han considerado los canales Kca desde que se confirmé
su actividad en terminales nerviosas de fotorreceptores [Edgington y Stuart, 1981; Stockbridge y
Ross, 1984]. Mediante métodos bioguimicos, se ha confirmado su papel inhibitorio en terminales
sinpticas provenientes de la corteza [Martire et al., 2010]. En los GB, los BK se han encontrado
en neuronas del GP [Song, Su, Chen y Ji, 2010]; dentro del estriado, se han identificado en
interneuronas y en las NEMs [Goldberg y Wilson, 2005; Bargas et al., 1998; Galarraga et al.,
2007].

En la sinapsis corticoestriatal de la rata se ha evidenciado la presencia y la importancia
funcional a nivel presinaptico tanto de canales de Ca?* [Barral et al., 1999, 2000, 2001; Lovinger,

Merritt y Reyes, 1994] como de K*. De estos ultimos, en el laboratorio se ha logrado describir la
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contribucién de dos grupos principales de canales de K*, los cuales son los operados por voltaje
(Kv1, Kv3) y los rectificadores entrantes (Kir3) [Jose et al., 2007; Meneses et al., 2015; Meneses,
et al., 2016]. Sin embargo, no hay evidencia de que los canales Kca participen en la liberacion de
glutamato en esta sinapsis, por lo cual el presente trabajo aborda este problema con una
aproximacion fisioloégica. En algunas sinapsis del hipocampo se ha utilizado el protocolo de FPP
para determinar la presencia funcional de los canales BK [Hu et al., 2001; Raffaelli et al., 2004;
Martire et al., 2010].

JUSTIFICACION

La transmisién sinaptica es un proceso altamente orquestado y regulado por mecanismos
bioquimicos y electrofisiolégicos. Esta regulacion es necesaria debido a que la informacion
transmitida de una célula a otra conlleva ciertos aspectos importantes: (1) la considerable
cantidad de energia requerida para la sintesis, almacenamiento y liberacion del neurotransmisor,
los procesos concernientes a la modulacion, asi como el mantenimiento del balance de iones en
la membrana por su transporte activo; (2) la correcta cantidad de neurotransmisor que debe ser
liberado en cada evento discreto contribuye a la eficacia de transmision de la informacion; (3) la
modulacion o plasticidad sinaptica es imprescindible en procesos de aprendizaje y/o memoria a
nivel celular; (4) el funcionamiento anormal de uno solo de los elementos necesarios en la

sinapsis puede significar una condicién patolégica.

Debido a la complejidad, asi como la diversidad existente en las sinapsis en el SN, es
necesario identificar los elementos y factores que componen a cada una de ellas para poder
abordar y entender los posibles correlatos fisiolégicos de procesos como la memoria en

condiciones normales y patoldgicas. Uno de estos elementos son los canales ionicos.

Los canales de K* dependientes de Ca?" contribuyen a la excitabilidad normal de las
neuronas y son un factor importante en la regulacién de la [Ca?*];, asi como de los procesos
intracelulares metabdlicos que dependen de la homeostasis de este cation, como la liberacion del
neurotransmisor. Dado que las altas frecuencias de disparo son una de las causas de cambios
en la concentracion intracelular de Ca?* que pueden conducir a una falla en la actividad eléctrica
y sinptica de la célula, se les ha atribuido un papel de proteccion a manera de “freno de
emergencia” en la excitabilidad celular. Debido a esta posibilidad, se han tomado como posibles
blancos terapéuticos en contra de isquemias y epilepsia [Berkefeld, Fakler y Schulte, 2010; Hu et
al., 2001]. Se han desarrollado tratamientos contra isquemia cerebral basados en la apertura de

canales BK mediada por farmacos, con resultados positivos [Gribkoff et al., 2001]. Cabe
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mencionar que su sensibilidad a los alcoholes, como el etanol, da lugar a explicaciones de los

efectos de estas sustancias sobre la fisiologia cerebral y la conducta misma.

Estas implicaciones han incentivado investigacion en cuanto a su localizacion y
significancia en las sinapsis. Hasta el momento, los estudios se han enfocado en las sinapsis mas

estudiadas, como el Calix de Held [Knaus et al., 1996].

Por otro lado, a los GB se les han asociado enfermedades propias del sistema motor y
otras relacionadas con la motivacion y las adicciones. Se ha discutido sobre la necesidad de una
correcta integracion sinaptica por parte de las NEMs; por ejemplo, los efectos de algunas
patologias que afectan el funcionamiento de los GB son causadas por fallas en la liberacion de
neurotransmisores y neuromoduladores en el estriado; sin embargo, sus funciones no se han
entendido con totalidad [Gerfen y Bolam, 2010]. Es necesario identificar las partes que componen
a la sinapsis corticoestriatal, como los canales idnicos presinapticos, si se quiere entender cémo
se lleva a cabo la transmisién y la modulacion sinaptica en condiciones normales y patoldgicas
[Miller, 1998; Ashcroft, 2000].

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia funcional de los canales Kca a nivel presinaptico y postsinaptico

en la sinapsis corticoestriatal de la rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar farmacoldégicamente los canales Kca que participan en la libracién en las terminales
sindpticas corticales que hacen sinapsis con las NEMs.

2. Analizar la posible contribucién que realizan los canales Kca en la liberacion de glutamato.

3. Confirmar la importancia de los canales Kca a hivel postsinaptico.

HIPOTESIS

La modulacién presinaptica estd mediada por los canales de K* presinapticos. Una de sus
familias, los canales de K* dependientes de Ca?*, podria encontrarse a nivel presinaptico, por lo
gue su participacion en la liberacion del neurotransmisor podria determinarse en una gran
cantidad de sinapsis en el SNC de mamiferos. Los canales Kca de estar presentes en las
terminales glutamatérgicas de corteza que establecen sinapsis con las NEMs del estriado de la

rata, entonces durante su bloqueo especifico se observaria una reduccion en la facilitacion por
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pulsos pareados (FPP) del registro electrofisiolégico de los potenciales postsindpticos excitatorios
(EPSPs) de la neurona postsinaptica, dado que el bloqueo inespecifico de otras conductancias

de K* provoca esta disminucion en la FPP.

MATERIAL Y METODOS

ORGANISMOS

Se utilizaron ratas Wistar de 14-16 dias de edad de sexo masculino, mismas que se
anestesiaron con ketamina (100 mg/kg) y xilacina (28 mg/kg). Se realiz6 una perfusion
intracardiaca donde se inyect6 una solucién de glucosa-sacarosa (en mM: 2.49 KCI; 28 NaHCOg;
1.43 NaH;PO.; 7 glucosa; 23 sacarosa; 0.1 MgCl;; 0.1 CaCl; y 3.6 piruvato sddico).
Posteriormente el cerebro fue removido y puesto en una camara de diseccién con solucion
fisiol6gica Krebs (en mM: 125 NaCl; 3 KCI; 2 MgCly; 2 CaCl;; 25 NaHCOsg; y 10 glucosa; pH 7.4)
a una temperatura aproximada de 2 °C. En estas condiciones, se obtuvieron rebanadas
parasagitales de 250 um de espesor con ayuda de un vibratomo (Easislicer, Ted Pella Inc.,
Redding, California, USA), para después ser incubadas durante 1 h en una camara con la misma
solucidn fisiol6gica a temperatura ambiente. Todas las soluciones utilizadas en la diseccion se

mantuvieron bajo constante aireacion con una mezcla de 95% O, y 5% CO,.

REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO

Las rebanadas se transfirieron a una camara de registro que se encontraba en perfusion
constante con solucién salina Krebs, la cual tenia aireacion constante con una mezcla de 95% O
y 5% CO.. Se realizaron registros electrofisioldgicos en fijacién de corriente mediante la técnica
de parches de membrana (patch-clamp), en la modalidad de célula entera (whole-cell). Los
microelectrodos utilizados para el registro en célula entera se fabricaron a partir de capilares de
borosilicato. Estos se estiraron por calentamiento con ayuda de un estirador para micropipetas
(P-87, Sutter Instrument, Novato CA, USA) y posteriormente su punta fue pulida con calor
mediante una microforja (Narishige-USA, MF-830, Amityville, NY, USA). El valor de la resistencia
de entrada de los microelectrodos fue 3—6 MQ. La solucion interna utilizada en el electrodo de
registro contenia en mM: 120 KSO3CH4, 10 NaCl, 10 EGTA, 10 HEPES, 1 CaCl,, 2 MgCl,, 2 ATP-
Mg, 0.3 GTP-Na; pH: 7.3, osmolaridad: 285 mOsM/I.

FACILITACION POR PULSO PAREADO
Como se ha descrito previamente, el Ca?* intracelular activa la maquinaria molecular

necesaria para la fusion de las vesiculas sinpticas y la liberacion de su contenido. No obstante,
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esta no es la Unica funcion presinaptica que desempefia este cation en lo que concierne a la
transmision sinaptica. También juega un papel muy importante en las diferentes formas de
plasticidad presinaptica que se han identificado hasta hoy. En un principio, los investigadores
reconocieron cuatro diferentes formas de plasticidad sinaptica en funcién de su duracién, que
provocaban un aumento en la fuerza sinaptica durante periodos de tiempo diferentes: la
aumentacion (menos de 10 ms), la facilitacién por pulso pareado (10—-200 ms) y la potenciacién
a corto plazo (1-20 min), aunque aqui también cabe la potenciacion a largo plazo (mas de 20
min); solo las dos primeras correspondian a un fendbmeno presinaptico. A estas dos formas de
plasticidad presinaptica se les propusieron dos mecanismos distintos. Es decir, los sitios de unién
gue estan involucrados en la liberacién del transmisor no son los mismos que participan en los

procesos de plasticidad presinaptica [Zucker, 1994].

La facilitacion fue identificada por primera vez por Katz y Miledi (1968), quienes explicaron
el fenémeno del Ca?* residual; este Ca?* es derivado del primer pulso, el cual se suma al calcio
que nuevamente entra a la presinapsis durante la segunda estimulacién, lo cual aumenta la
probabilidad de liberacién. En este trabajo, el fenémeno de la facilitacion de la liberacion del
neurotransmisor causado por un mecanismo presindptico se utilizdé como paradigma

experimental.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para determinar la participacion de canales i6nicos presinapticos en la sinapsis
corticoestriatal se utilizé el protocolo de facilitacién por pulsos pareados (FPP). Los estimulos se
programaron y enviaron con ayuda de una computadora y una unidad de estimulacion (Digitimer,
DS2, Hertfordshire, UK) conectada a un electrodo concéntrico bipolar. Este electrodo fue
posicionado en la unién de la corteza con el cuerpo calloso, mientras que el electrodo de registro
se encontraba empalando la neurona postsinaptica en el estriado dorsal a una distancia no mayor
a 2 mm del electrodo de estimulacion. La duracién de cada estimulo fue 100-400 us, con un
intervalo interestimulo de 70-100 ms y una intensidad de 1-5 V; los pares de estimulos fueron
enviados cada 10 s (0.1 Hz). En todos los experimentos se midieron las amplitudes de las dos
respuestas evocadas (S: y S2), asi como la proporcion entre estas (S2/S1) (ver Figura 7). Las

amplitudes fueron promediadas en periodos de 5 min (30 trazos en 5 min).

Se utilizaron Cd?* (25 uM) y TEA (1 mM) para bloquear conductancias de Ca?* y K*
respectivamente de manera inespecifica. Para evidenciar la presencia funcional de canales de
K* dependientes de Ca?*, se utilizd iberiotoxina a 10 nM para canales BK, y apamina a 100 nM

para canales SK (Alomone, Jerusalem, Israel). Los datos obtenidos fueron digitalizados,

30



resguardados y analizados con ayuda de software especializado (SYSTAT software, San Jose,
California, USA). Se utilizé la prueba paramétrica de t pareada para determinar la significancia

estadistica entre las muestras.

Se utilizé bicuculina (10 uM) para eliminar la influencia de los receptores GABAa durante
el registro de los EPSPs. Los experimentos realizados para determinar la presencia funcional de
los canales SK en presinapsis se llevaron a cabo en ausencia de bicuculina, debido a que
presenta un efecto inhibitorio sobre los canales SK [Khaweled et al., 1999]. Esta condicion dificulto
generar EPSPs subumbrales de amplitud estandarizada (2-5 mV), por lo que la estimulacién
enviada fue de mayor intensidad (4-5 V en este caso; 1-3 V en los demas experimentos) para

obtener potenciales sinapticos de la amplitud deseada.

S1 82
/\ o 4my
80 MV ae_
50 - 600 ps
0-5V
" 50-100 ms

Figura 7. Protocolo de FPP. En la parte inferior se muestra la estimulacién (trazo rojo) que
se envido mediante el electrodo de estimulaciéon, en donde se pueden discernir dos pulsos de
duracion y amplitud determinada, separados por un periodo de tiempo constante durante el
experimento. En la parte superior se muestra el registro en fijacion de voltaje de un par de
EPSPs (trazo negro) en donde se observan el par de respuestas obtenidas, denominadas S; y
S,. La facilitacién se ajusto en base a que S, fuera de mayor amplitud que S;.
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RESULTADOS

IDENTIFICACION ELECTROFISIOLOGICA DE LAS NEMS

Se realizd el registro electrofisiolégico con la técnica del patch-clamp en la modalidad de
célula entera de las NEMs, las cuales fueron identificadas electrofisiolégicamente (ver Figura 8)
para asegurar de que se esté trabajando con este tipo de neurona; para esto se realizaron curvas

de intensidad corriente-voltaje (I-V) (8-A y B), y se analiz6 el patron de disparo de las neuronas
registradas (8-C).

Voltaje (mV)

-80 mvV

40 80
Corriente (pA)

L -100

100 msl 50 mv

100 pA

—

Figura 8. Identificacion electrofisiol6gica de una neurona espinosa mediana (NEM) del estriado de
rata. A, registro en fijacion de corriente (I) del voltaje (V) de membrana a diferentes valores de estimulacion.
La estimulacion se realizé a manera de pulsos cuadrados de corriente de 800 ms de duracién; notese el
retraso en la aparicién del potencial de accion. En B se grafica la relacion |-V de los valores obtenidos en
A; nétese la rectificacién entrante por el cambio de pendiente en la curva a estimulos hiperpolarizantes. C,
aumento de la frecuencia de disparo en funcién de la magnitud de la estimulacién. Nétese el retraso en la
aparicion del primer disparo. D, captura de la neurona registrada.

Las caracteristicas que se consideraron para la identificacion de las NEMs fueron (1) la
presencia de la corriente A, cuyo efecto se aprecia en el retraso en la aparicion del potencial de

accion (8-A) y (2) la rectificacion entrante, que se observa como un cambio en la resistencia de
entrada de la neurona al graficar la relacion |-V (8-B).
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PARTICIPACION DE CANALES DE K* Y Ca?" EN LA LIBERACION

Una vez caracterizadas las NEMs, se prosiguié a realizar el protocolo de FPP para
producir respuestas postsinapticas subumbrales (como se describié anteriormente) bajo distintas
condiciones experimentales. En el primer bloque de experimentos se midié el efecto del bloqueo
inespecifico de conductancias de Ca?" y K* presinapticas sobre la facilitacion por pulsos
pareados, esperando que (1) el bloqueo de las conductancias de K* aumente la amplitud del
potencial sinaptico, pero disminuya la facilitacién; y (2) que el bloqueo de las conductancias de

Ca?* produzca una disminucién en la amplitud de los potenciales, pero un claro incremento en la
facilitacion.

En la Figura 9 se muestran los resultados de un experimento en el que se bloquearon
inespecificamente los canales Ca, con Cd?" a 25 uM, lo cual provocéd una disminucién en la

amplitud del par de respuestas postsinapticas S1y Sz (9-By C).
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Figura 9. Efecto del bloqueo de canales de Ca?* presinapticos sobre la facilitacion. Se registraron los
potenciales sinapticos (S:1 y S;) de una NEM en condiciones control y en presencia de un bloqueador
inespecifico de canales de Ca?*, Cd? 25 yM,. En A se muestran los valores de la facilitacién mediante el
cociente de S, sobre S; (S2/S1); en B se muestran las amplitudes de S, (triangulos vacios) y S; (triangulos
rellenos). En ambas gréaficas (A y B) se representan los promedios de periodos de tiempo de 5 min; estos
datos se distribuyen a lo largo del tiempo transcurrido durante el experimento, y en la parte superior de A
se especifica el tiempo en el que la preparacion estuvo en presencia del bloqueador (después del minuto
10). En C se observan dos ejemplos representativos de EPSPs registrados, los cuales fueron tomados a
diferentes tiempos del experimento en condiciones control (trazos negros, 10 min) y experimentales (trazos
rojos, 30 min). Nétese la disminucion en S; y S, al comparar ambos registros.
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No obstante, la relacion entre estas respuestas (S2/S1) tuvo un incremento, lo que indica
un aumento en la facilitacion (PFF: control = 1.08; experimental = 1.24) (10-A). Por lo tanto, se
puede decir que una disminucion general en la entrada de Ca?*, que a su vez se relaciona con
decremento en la [Ca?']i en las terminales de esta sinapsis, provoca un aumento en la facilitacion

por pulso pareado.

Posteriormente se realizé otro experimento en donde se bloquearon canales de K*
inespecificamente con TEA a una concentracion de 1 mM (Figura 10). En presencia de este
blogueador se observa un aumento en las amplitudes de S; y S, (10-B y C), mientras que la
facilitacion disminuyé gradualmente con el tiempo (PFF: control = 1.3; experimental = 1.02) (11-
A). A la disminucién en la facilitacién también se le conoce como depresion por pulsos pareados
(DPP). Esta depresion se puede explicar con una mayor liberacion de neurotransmisor durante
la primera estimulacion y una limitacion en la cantidad de vesiculas disponibles para el tiempo del

segundo estimulo enviado, lo cual impide que S; tenga un valor mucho mayor que S; (10-C).
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Figura 10. Efecto del bloqueo de canales de K* presinapticos sobre la facilitaciéon. Los datos
obtenidos de este experimento se muestran de la misma forma que en la Figura 10. Lo promedios de
periodos de tiempo de 5 min de las amplitudes registradas (S; y Sz) (B) asi como de la facilitacion en
base a la relacion entre estas respuestas (S2/S;) (A) se distribuyen a lo largo del tiempo transcurrido
del experimento. De igual modo, en C se observan registros representativos de EPSPs obtenidos en
condiciones control (trazos negros, 15 min) y experimental (trazos azules, 30 min). Nétese el mayor
aumento en la respuesta S; respecto al aumento de S,.
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Por lo tanto, el efecto observado se debe a un fendmeno presinéptico, es decir, el bloqueo

de canales de K* presinapticos induce una mayor liberacion de neurotransmisor y una DPP.

PARTICIPACION DE LOS CANALES BK

Una vez que se observo la contribucion de los canales de K* presinapticos en la liberacion
del glutamato en la sinapsis corticoestriatal, la siguiente serie de experimentos consistié en
demostrar la participacion de los canales BK en la liberacion mediante su blogueo especifico;
para esto se utilizd IbTX a 10 nM, ya que a esta concentracion se alcanza el efecto maximo del
blogueador [Galvez et al., 1990; Bargas et al., 1999].

Como se puede apreciar en la Figura 11-A y C, el efecto obtenido es similar al que se
registré en condiciones en las que otras conductancias de K* fueron bloqueadas (comparar con
la Figura 11): ambas respuestas, S: y S; (11-B y C), aumentaron mientras que la facilitacion
(cociente S,/S1) disminuy6 (11-A).
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Figura 11. Efecto del bloqueo de canales BK presinapticos sobre la facilitacion. En A-C se muestra
un experimento representativo. En A se grafica la relacién entre las respuestas (S2/S;) y en B se muestran
las respectivas amplitudes de S; y S, respecto al tiempo. En C se aprecian trazos representativos del par
de respuestas registradas antes (trazos negros, 15 min) y durante (trazos rojos, 40 min) la presencia de
IbTX a 10 nM. En D, a manera de graficos de cajas, se muestran los valores de S,/S; en condiciones
control (negro) y durante el bloqueo de canales BK (rojo) del total de seis experimentos realizados.
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Se realizaron un total de seis experimentos, cuyo andlisis estadistico se muestra en la
Figura 11-D. En todos los casos se observé una disminucion en la facilitacion (FPP: control =
1.377 £ 0.184; experimental = 1.056 £+ 0.087; n = 6; p<0.01, t de Student). Por lo tanto, se puede
afirmar que, debido al cambio significativo en la facilitacion, el bloqueo de canales BK ocurre a

nivel presinaptico y esto se ve reflejado en la liberacién de neurotransmisor.

Una vez evidenciada la participacidén de los canales BK a nivel presinapsis, se realizaron
experimentos para demostrar la participacion de los canales BK en la respuesta postsinaptica,
como ya se habia sido realizado previamente (Pineda et al., 1992). Para esto se realizaron
registros con pulsos cuadrados de corriente en presencia de IbTX a 10 nM (Figura 12). Al
comparar los potenciales de accion repetitivos en condiciones control respecto a las
experimentales, se puede observar un aumento en la frecuencia inicial del tren de disparos (12-
A); ademas, el bloqueo de canales BK provoca un aumento en la duracion del potencial de accién
seguido de la desaparicion del PPHr (12-B). Esto implica una contribuciéon importante sobre la

repolarizacion y el componente rapido del PPH.
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Figura 12. El bloqueo de los canales BK postsinapticos afecta la repolarizaciéon y el PPHr. En
la parte superior (A) se comparan trenes de potenciales de accion obtenidos en condiciones control
(trazos negros) y en presencia de IbTX 10 nM (trazos rojos). En la parte inferior (B) se compara un
solo potencial de acciéon con mayor resolucién. NO6tese el aumento en la duracion del potencial de
accion y la disminuciéon del PPHr.
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PARTICIPACION DE LOS CANALES SK

Al haber determinado la presencia funcional de los canales BK en las terminales
glutamatérgicas de corteza hacia el estriado, y confirmado su papel en las propiedades de disparo
de las NEMs, se decidi6 realizar la misma metodologia para los canales SK. En la Figura 13 se
muestra un experimento donde se bloquearon estos canales con apamina a 100 nM, ya que a

esta concentracion se observa un efecto maximo [Wei et al., 2005; Bargas et al., 1999].

No hubo cambios aparentes en la facilitacion (13-A), aunque al comparar los registros
control con los experimentales (13-C), se puede apreciar un ligero incremento en la amplitud de

los EPSPs en condiciones experimentales, lo que sugiere un efecto postsinaptico de la apamina.
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Figura 13. Bloqueo de los canales SK y su efecto en la presinapsis. Los datos se representan de la misma
manera que en la Figura 12. En A y en B se grafican la relacién S,/S1 y las amplitudes respectivamente, en
funcion del tiempo durante un experimento donde se bloquearon especificamente canales SK con apamina 100
nM. En C se muestran ejemplos de EPSPs control (trazos negros, 15 min) y experimentales (trazos rojos, 40
min); noétese el ligero aumento en el par de respuestas sinapticas al afiadir el bloqueador. Se realizaron un total
de 6 experimentos, cuyo valor de facilitacién (S2/S:) en condiciones control y experimentales se representan en

En la Figura 13-D se muestran los valores de S,/S; de seis experimentos hechos bajo las
mismas condiciones que el descrito anteriormente. En situaciones normales hubo una varianza
considerable en la relacién S,/S;, debida a que algunos valores mostraron una DPP en lugar de
una facilitacion. En todos los experimentos se observé un incremento en S; y Sz, como se puede
ver en el ejemplo en 13-C. No obstante, el bloqueo de canales SK no indujo un cambio
significativo en la relacion S,/S: (FPP: control = 1.03 + 0.27; experimental = 0.95 +0.06; n=7; p
> 0.05, t de Student).



Debido a estos resultados, se prosiguié a observar la contribucion de los canales SK a las
propiedades de disparo de las NEMs. Como se puede apreciar en la Figura 14, la generacion del
PPHm se ve inhibida por el bloqueo de estos canales, y esto se ve reflejado en la frecuencia

inicial de una serie de disparos repetitivos (14-A).

A
Apamina
100 nM
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Control 50 ms
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10 mV
Control 15 ms

Figura 14. El bloqueo de canales SK postsinapticos afecta el PPHm. Se
comparan potenciales de accién repetitivos (A) y unitarios (B) en la usencia
(trazos negros) y en la presencia (trazos rojos) de apamina a 100 nM. Nétese
que la apamina disminuye el componente mediano del PPH, y que esto provoca
un ligero aumento en la frecuencia inicial de disparo en A.

DISCUSION

El presente trabajo arroja evidencias sobre la presencia presinaptica de los canales Kca
en la sinapsis corticoestriatal con una aproximacion electrofisiolégica utilizando el paradigma de
la facilitacion de la liberacién. Ademas, se confirman las aportaciones de estos canales a las
propiedades activas de las NEMs mediante el andlisis de sus potenciales de accion. Mientras que
las funciones presinapticas involucran la modulacion de la liberacion de glutamato, las

postsinapticas se relacionan con la excitabilidad y posiblemente con la integracion sinéptica.

LA FPP COMO METODO PARA DETERMINAR FACTORES PRESINAPTICOS
La liberacién del neurotransmisor es un fenémeno probabilistico, es decir, que depende

de muchos factores que provocan que la cantidad de neurotransmisor sea variable [Boyd y Martin,
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1956]. Con base en este principio, la facilitacion es un fenémeno que es funcién de la probabilidad
de liberacion, la cual en este caso se encuentra en términos de la concentracion de Ca?* en las
terminales sinapticas. El mecanismo subyacente es que el Ca?* residual que se suma al que
proviene de las corrientes entrantes de Ca?* durante un potencial de accién aumenta la
probabilidad de liberacién [Katz y Miledi, 1968].

Se ha observado en este y otros trabajos que cuando se disminuye la probabilidad de
liberacion mediante el bloqueo de conductancias de Ca?* presinapticas, la cantidad de
neurotransmisor liberado disminuye y la facilitacion por pulso pareado se ve incrementada [no se
entiende] (Figura 9) [Debanne et al., 1996; Barral et al., 2001; Lovinger et al., 1994]. Esto se debe
a que la correlacion entre la [Ca?'] y la liberacién no es lineal, implicando que los cambios
pequefios en la concentracién de este cation, en este caso atribuido al bloqueo de canales de
Ca?*, repercuten fuertemente en la cantidad de neurotransmisor liberado, y por lo tanto en el nivel
de facilitacibn medido [Zucker, 1993; Mintz, Sabatini y Regehr, 1995].

Si bien la activacién de canales Cay es muy importante para llevar a cabo la liberacion per
se, la contribucién de los canales de K* presinapticos representa un componente modulatorio
para este proceso [Roeper y Pongs, 1996]. En condiciones en las que la probabilidad de liberacién
aumente por la inactivacion de canales de K* (Figura 10) se observa un efecto totalmente
contrario a cuando se bloguean canales de Ca?": un aumento en la amplitud de la respuesta
postsinaptica, y una disminucién en la facilitacion, o bien, una depresion; esto es un dato que se
ha confirmado durante el bloqueo de otras conductancias de K* [Debanne et al., 1996; Barral et
al., 2001]. Este fenbmeno se describe como un agotamiento de las vesiculas ancladas al sitio

activo, y esta relacionado con un incremento significativo en la [Ca?*]i [Neher y Sakaba, 2008].

LA IMPORTANCIA DE LOS CANALES BK: PRESENCIA A NIVEL PRESINAPTICO Y
POSTSINAPTICO

Debido a que los cambios en la facilitacién estan mediados por la actividad de los canales
ibnicos presinépticos, el protocolo de FPP se ha utilizado para demostrar la presencia funcional
especifica de canales ionicos cuando no es posible su registro unitario en las terminales
presinapticas [Meir et al., 1999]. Este es el caso de las terminales corticales que se encuentran

en el estriado.

Durante el bloqueo especifico de canales BK con IbTX 10 nM se observo una disminucion
en la facilitacion, el cual es un efecto similar al registrado durante el bloqueo de otras

conductancias de K* (comparar Figuras 10 y 11); esto es congruente con los resultados obtenidos
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en estudios realizados en otras sinapsis [Hu et al., 2001; Raffaelli et al. 2004]. Por lo tanto, estos
resultados sugieren (1) la presencia de estos canales en el elemento presinptico y una (2)
participacion en la liberacion de glutamato, ya que su bloqueo especifico causa una disminucién
en la facilitacién; se ha demostrado que estos canales tienden a modular la cantidad liberada de

glutamato sobre otros neurotransmisores [Martire et al., 2010].

Los canales de K* son un mecanismo inhibitorio en la excitabilidad neuronal sensible al
propio voltaje de la membrana, sin embargo, los canales BK representan un sistema dependiente
del voltaje y del Ca?* generado por las corrientes entrantes de Ca?" durante los potenciales de
accion que arriban a la terminal sinaptica. Debido a esta propiedad, los canales BK se han
propuesto como reguladores efectivos de la actividad de los canales Cay, e indirectamente de la
liberacion del neurotransmisor. Debido a la significancia de este canal sobre la liberacién de
glutamato en la sinapsis corticoestriatal, es probable que se encuentre en la cercania de los sitios
activos, o incluso en asociacion estructural con canales Cay que son responsables de la liberacion
[Berkefeld et al., 2006].

Se proponen dos maneras en que los canales BK participen en la liberaciéon de glutamato
en esta sinapsis: (1) debido a que los canales BK determinan la duracion del potencial de accion,
se puede inferir que su participacion en la liberacion se relaciona con la duracién en la que los
canales de Ca?" permanecen activos y continlien elevando la [Ca?']; (2) estos contribuyen al
control de la frecuencia de disparo mediante la generacién del PPHTr, por lo que disminuirian la
frecuencia de activacion de los canales Ca, durante eventos de disparos repetitivos en la terminal

sinaptica.

Ahora bien, es este trabajo también se evidenciaron las aportaciones de los canales BK a
las propiedades de disparo de las NEMs en términos de la repolarizacion y el PPHr. De forma
similar, en trabajos previos realizados en otros laboratorios se resaltd la contribucién importante
de estos canales a la repolarizacion y al origen del componente rapido del PPH, ademas de la
fuerte influencia que tiene la actividad de los canales Cay sobre su funcionamiento [Pineda et al.,
1992; Pérez-Garci et al., 2003]. Con todo, los datos presentados aqui confirman que los efectos
observados en estas investigaciones se deben por la actividad exclusiva de canales BK y no a la
de otro tipo de canal de K*, ya que los bloqueadores utilizados anteriormente también afectan

algunos canales de la familia Ky [Goldstein y Miller, 1993].
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LOS CANALES SK EN LA SINAPSIS CORTICOESTRIATAL

Los resultados expuestos en este trabajo no muestran una participacion de los canales
SK sobre la liberacion de glutamato. No obstante, se puede apreciar una gran dispersion de los
valores de S,/S: en condiciones control (ver Figura 13), debido a que en el inicio de algunos
experimentos se presentd FPP (S./S:1 > 1) y en otros una DPP (S2/S; < 1). Esto se puede explicar
en base a que en estos experimentos se administré una mayor estimulacién extracelular para
poder obtener EPSPs de una amplitud regular, debido a la influencia inhibitoria GABAérgica
presente (ver Material y Métodos). Al enviar pulsos de mayor amplitud, se induce una mayor
probabilidad de liberacion por parte de las terminales glutamatérgicas, y esto se puede reflejar en
una depresién. Este fenbmeno se puede apreciar mejor cuando se compara la facilitacion en
condiciones control del bloque de experimentos de la Figura 11 (con bicuculina a 10 uM, con
estimulacion normal; FPP = 1.38 + 0.18) con los de la Figura 13 (sin bicuculina, con mayor
intensidad de estimulacion; FPP = 1.03 + 0.27). Los datos de la Figura 11 presentan menor
dispersién debido a que en todos los casos se midié una FPP, en contraste con los datos de la
Figura 13. Con todo, aunque se parta desde una DPP en condiciones control, todavia es posible
demostrar algiin mecanismo presinaptico que aumente la probabilidad de liberacién (en este caso
la inactivacion de canales SK) cuyo efecto favorezca aun mas la depresion. Sin embargo, este
no fue el caso: los valores de S,/S: no cambiaron significativamente en condiciones

experimentales.

A diferencia de los canales BK, los canales SK contribuyen en la generacion del
componente mediano (10-500 ms) del PPH [Stocker, Krause y Pedarzani, 1999]; esto les confiere
una regulacién de la excitabilidad durante periodos de tiempo relativamente mas prolongados,
mientras que los canales BK se limitarian a eventos discretos de un solo potencial de accion
[Hille, 1992; Berkefeld et al., 2010]. Por lo tanto, de estar presentes a nivel presinaptico, es posible
gue el protocolo experimental utilizado no sea capaz de evidenciar la participacion de los canales
SK sobre en la liberacion. De esta forma, seria necesario utilizar otros protocolos que permitan
apreciar la dindmica de la liberacion bajo periodos de tiempo mas largos [Barroso-Flores et al.,
2015].

Por consiguiente, nuestro estudio muestra que de los canales Kca, s6lo los Kcal 0 BK se
encuentran a nivel presinaptico y su funcionamiento modula la liberacién de glutamato en la
sinapsis corticoestriatal. Sin embargo, a nivel postsinaptico el panorama es diferente: tanto los

canales BK como los SK contribuyen a la excitabilidad de las NEMs de manera diferente.
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Previamente se demostro la importancia de los canales SK para la generacion del PHHm
en estas neuronas, asi como la limitacién que ofrecen a la frecuencia de disparo [Pineda et al.,
1992]. En este trabajo se confirma este papel inhibitorio de los canales SK sobre el patrén de
disparo de las NEMs. Sin embargo, recientemente se ha identificado una funcion méas de estos
canales a nivel dendritico [Arias-Garcia et al., 2013]: en las dendritas de las NEMs se encuentra
una alta densidad de canales Ca, que generan potenciales y mesetas de Ca?" cuando se
estimulan significativamente las fibras corticales que hacen sinapsis con estas neuronas; los
canales SK, por otro lado, impiden que se propaguen estos potenciales y mesetas hacia el soma.
De esta manera, los canales SK representarian un elemento relevante en la sinapsis
corticoestriatal a nivel postsinaptico, en cuanto a la inhibiciéon de la generacién y propagacion de
potenciales de Ca?* durante la integracion sinaptica en las dendritas. No obstante, los canales SK
no necesariamente realizan esta contribucion inhibitoria en las dendritas de otras neuronas
[Benhassine y Berger, 2008]. Por consiguiente, los canales Kca pueden presentar diferentes
distribuciones subcelulares que afectan la transmision e integracion sindptica para cada sinapsis
en el SN. En la sinapsis corticoestriatal, el arreglo espacial y funcional de los canales Kca indica
una especializacion para cada tipo de canal (ver modelo en Figura 15): mientras que los canales
BK modulan la liberacion a nivel de las terminales mediante la probable inactivacion de los
canales Ca, durante un potencial de accion, los canales SK regulan principalmente la integracion
de la informacién a nivel de las dendritas mediante la inhibicion de la excitabilidad membranal

durante la entrada de Ca?'.
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Reservario intracelular
de Ca?*

Canal iénico
dependiente de ligando

Canal inico
dependiente de ligando

Figura. 15. Canales ionicos en la sinapsis corticoestriatal. Aqui se representa un modelo generalizado de la
sinapsis corticoestriatal. En la parte superior se muestra una terminal sindptica proveniente de la corteza como el
elemento presinaptico, el cual hace sinapsis con una espina dendritica de una NEM. El arreglo de los canales
ibnicos presinapticos se muestra de una manera especifica: los canales Ca, se encuentran en la cercania de los
sitios activos conformando los dominios de Ca?*, mientras que los canales K, y K¢, también estan en la vecindad
modulando la actividad de los canales de Ca?*. Otros canales que aparentemente no participan en la liberacién
permanecen en regiones relativamente mas alejadas del sitio activo. Modificado de Engelman y MacDermott, 2004.
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CONCLUSIONES

Finalmente, tomando en cuenta los resultados obtenidos del presente estudio, se pueden

extraer las siguientes conclusiones:

1. En la sinapsis corticoestriatal, a nivel presinptico los canales Kca, de tipo BK participan en
la liberacién de glutamato en la sinapsis corticoestriatal.

2. A nivel postsinaptico, los canales BK contribuyen en la repolarizacion y son los responsables
del PPHr en las NEMs.

3. Aungue los canales SK al parecer no participan en la liberacion, estan presentes a nivel de
postsinaptico y desempefian un papel inhibitorio en el patron de disparo de las NEMs

generando el PPHm.
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