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Caracterizaciéon y funcién de las corrientes activadas por hiperpolarizacién en

neuronas piramidales de la limina V de la corteza prefrontal

Resumen

En este trabajo se estudiaron las propiedades y las funciones de las corrientes
activadas por hiperpolarizacién en neuronas piramidales de la lamina V de la corteza
prefrontal utilizando la técnica de “patch-clamp” en configuracién célula entera en
rebanadas agudas de cerebro.

La corriente catidnica activada por hiperpolarizacién (Ih) ha sido involucrada en
varios roles a nivel celular como el control de la actividad ritmica en células marcapaso
cardiacas y neuronas del sistema nervioso central, el mantenimiento del potencial de
reposo cerca del umbral de disparo, participacion de las propiedades de disparo de
potenciales de accion en neuronas sin actividad ritmica, la regulacién de la integracion
sindptica en neuronas piramidales e intervencion en algunos tipos de plasticidad
sinaptica. Las neuronas piramidales de la lamina V de la corteza cerebral reciben gran
cantidad de sinapsis y son la principal via de salida de la informacién hacia regiones
subcorticales, por lo que estan en una posicion privilegiada para ejercer el control de la
informacion procesada en la corteza cerebral. La corteza prefrontal es una region
asociada a funciones cognitivas complejas y al control de comportamientos voluntarios
motivados. Se cree que estd involucrada en enfermedades neuropsquiétricas como la
esquizofrenia, el déficit de atencion con desorden hiperactivo (ADHD), el mal de
Parkinson y la adiccion a drogas.

Se encontré que estas neuronas expresan dos corrientes activadas por
hiperpolarizacién, una lenta (Th) y una rapida (Ikir, inward rectifier K* current). Para
aislar cada una de estas componentes se utilizé BaCl,, un bloqueante de Ikir, y ZD7288,
un bloqueante de Th. El BaCl, inhibi6 Ikir en forma dosis dependiente sin efecto sobre [h
hasta 200uM, con un ECsy de 113,3 £ 2,3 uM. El ZD7288 bloque6 Th en forma dosis
dependiente con un ECsy de 1,65uM = 0,6. El estudio de las propiedades biofisicas de Th
mostré que cerca del Vsy su amplitud fue de 219 + 16pA y su activacion tuvo dos
constantes de tiempo, 169 + 28ms y 1306 + 89ms. El potencial de reversion y el Vs, de
[h fueron de -83,6 £ 2,4mV y -17,6 = 2,4mV, respectivamente. Se encontré que [h en
estas neuronas tiene baja sensibilidad a los nucleétidos ciclicos ya que la aplicacion de

8Br-cAMP intracelular corri6 el Vsy de -83,6 £ 2,3mV a -77.3 £ 3mV (p = 0,0024). Sin



embargo ni dopamina ni serotonina tuvieron efecto sobre Ih en nuestras condiciones. En
su conjunto las caracteristicas de Ih en neuronas piramidales de la lamina V de corteza
prefrontal son similares a las encontradas en hipocampo y corteza somatosensorial de
roedores. Estas regiones tienen una alta expresion de la subunidad HCNI cuyas
caracteristicas son similares a las descriptas.

En la segunda parte de este trabajo, para entender el rol de Ih en estas neuronas,
se estudio el efecto del ZD7288 sobre la excitabilidad y la propagacion de potenciales de
accion por las dendritas. La aplicacién de ZD7288 20uM produce una hiperpolarizacion
de 6,9mV indicando la contribucién de Th al mantenimiento del potencial de reposo. El
bloqueo de Th redujo la amplitud de la hiperpolarizacion post-potencial (AHP) producida
luego del disparo en rafagas en forma dependiente del potencial de reposo. El ZD7288
reduce el AHP a -70mV y -80mV mientras que no tiene efecto a -60mV. Inversamente el
AHP a -60mV es inhibido por bloqueantes de la entrada de Ca** mientras que a -80 el
Ca®* no contribuye al AHP, indicando que esti mediado por Ih.

Se estudio si la alta densidad de canales HCN reportada en las dendritas de estas
neuronas afecta la propagacion de potenciales por la dendrita apical usando un colorante
sensible a Ca**. Se evocaron potenciales de accién somaticos y al mismo tiempo se
midié el transitorio de Ca’" provocado por la apertura de canales de Ca®* voltaje
dependiente en el soma y la regién proximal de la dendrita apical. La propagacion de
potenciales de accion hacia las dendritas provocé un mayor aumento de la entrada de
Ca®" intracelular cuando Ih fue bloqueada con ZD7288 o CsCl en aproximadamente un
20%. Este efecto no fue detectado en el soma.

Estos resultados sugieren que [h participa activamente en el control de la
excitabilidad de las neuronas piramidales regulando el patrén de disparo y la propagacion

retrograda de potenciales de accion.



Characterization and function of hyperpolarization-activated currents in layer V

pyramidal neurons of the frontal cortex

Abstract

In the present work we performed whole-cell patch-clamp recordings in acute
brain slices in order to elucidate the role and the characteristics of hyperpolarization-
activated cationic current (Ih) in layer V pyramidal neurons of mouse frontal cortex.

Ih is involved in several functions such as regulation of burst firing in pacemaker
cells in heart and central neurons, maintaining the resting potential near threshold,
contributing to firing patterns in neurons that lack oscillatory firing, control of synaptic
integrative properties in pyramidal neurons and regulation of synaptic plasticity. Layer V
pyramidal neurons receive profuse synaptic input and are the main output to subcortical
nucleus. They are a possible point of control of information flow. The prefrontal cortex
is a region involved in high order cognitive functions and goal directed behavior. It is
involved in pathophysiology of neuropsychiatric disorder like schizophrenia, attentional
deficit hyperactive disorder (ADHD) and Parkinson disease and drug addiction.

Two hyperpolarization-activated currents were identified; an instantaneous
component presumable the inward rectifier potassium current (Ikir), and a slowly
activating component, [h. Extracellular application of BaCl, blocked Ikir (ICso = 113.3 +
2.3uM) without reducing Ih up to concentrations of 200uM. ZD7288 potently blocked Th
(ICsp 1.65uM = 0.6). The study of biophysical properties of Ih showed that near Vs the
amplitude was -219 + 16pA. Activation was well fitted by two time constant of 169 +
28ms and 1306 + 89ms. The Vs, and the extrapolated reversal potential of Th were -83.6
+ 2.4mV and -17.6 £ 2.4mV, respectively. The application of intracellular 8Br-cAMP at
10puM induced a shift in the activation curve from -83.6 £ 2.3mV a -77.3 £ 3mV (p =
0,0024). However, neither dopamine nor serotonin were able to modulate the amplitude
of Th in our conditions. The characteristic of Ih in layer V pyramidal neurons of the
prefrontal cortex were similar to those described in pyramidal neurons from
hippocampus and somatosensory cortex. These regions are rich in the HCN1 subunit
whose characteristics are similar to those described here.

The selective blocker ZD7288 was used to address the role of [h in excitability
and action potential propagation in dendrites. Applications of ZD7288 20uM at resting

potential induced and hyperpolarization of 6.9mV indicating the involvement in



maintaining resting potential. ZD7288 also reduced the AHP after a train of action
potentials. To corroborate this observation we measured the amplitude of the AHP at
different resting potentials. The application of ZD7288 20uM abolished the AHP at -
80mV but had no effect at -60mV. The perfusion with Ca®>* channel blockers reduced
AHP amplitude at -60mV but had no effect at -80mV. These results indicate the
participation of [h in the AHP at hyperpolarized potentials.

It was shown Ih participates in the regulation of signals transmitted between the
soma and apical dendrites due to the high expression in apical dendrites. To investigate
this phenomenon we performed simultaneous somatic whole-cell recordings and Ca**
imaging in apical dendrites. We found that blockade of Ih with either ZD7288 20uM or
Cs" 3mM resulted in an increased dendritic Ca®" transients evoked by trains of
somatically evoked action potentials. No effect was detected on somatic Ca*" levels.
These results shows [h in layer V pyramidal neurons can regulate the firing properties

and the backpropagation of action potentials.
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ABREVIATURAS

8Br-AMPc: 8-bromo-adenosina monofosfato ciclica

ACd: area cingulada dorsal anterior, también Cgl

ACyv: area cingulada ventral anterior, también Cg2.

AHP: hiperpolarizacion post-potencial

AHPm: hiperpolarizacién post-potencial de duraciéon media
AMPc: adenosina monofosfato ciclica

BAP: potenciales de accion retropropagados

BBS: buffer bicarbonato salino

CIC: canales de CI’

Cm: capacitancia de membrana

CNBD: dominio de unién a nucleétidos ciclicos

CNG: canales activados por nucleétidos ciclicos

CPF: corteza prefrontal

CPFm: corteza prefrontal medial

DAP: despolarizacion post-potencial

DIC: contraste de interferencia diferencial

DMSO: dimetilsulfoxido

En: potencial de reversion de [h

Ey: potencial de reversion del K+

EPSP: potenciales postsindpticos excitatorios

F: fluorescencia

Fr2: area frontal 2, también PrCm

FS: neurona de disparo rapido.

HCN: canales activados por hiperpolarizacién y nucleétidos ciclicos
IB: neurona de disparo en rafagas

Ig,: corriente sensible a Ba"

Ic: corriente de cola

Iee: corriente es el estado estacionario

If: corriente cationica activada por hiperpolarizacion en tejido cardiaco
Ih: corriente catidnica activada por hiperpolarizacion

Iini: corriente inicial



Ikir: corriente mediada por Kir

IKeai: corriente de fuga mediada por canales de K*
IL: corteza infralimbica

IM: neurona intermedia

Iq: Th

IR: infrarrojo

I-V: relacion corriente-voltaje

Izp: corriente sensible a ZD7288

Kc,: canales de potasio activados por Ca**

Kir: canales de potasio tipo inward rectifier
Kieak: canales de K de fuga

MiRP1: proteina relacionada con Mink.

NPLV: neuronas piramidales de la lamina cinco
OGB-1: oregon green BAPTA-1

PL: corteza prelimbica

Rm: resistencia de membrana

ROB: neuronas de disparo oscilatorio en rafagas
ROI: region de interés

RS: neurona de disparo regular.

Rs: resistencia en serie

too: tiempo necesario para alcanzar el 90% de la amplitud maxima
T1: constante de tiempo lenta

TRr: constante de tiempo rapida

V-I: relacion voltaje-corriente

Vm: potencial de membrana

Vr: potencial de reposo

VTA: drea tegmental ventral

ZD7288: 4-(N-etil-N-fenilamino)-1,2-dimetil-6-(metilamino) pirimidina cloruro
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Introduccién

ORGANIZACION GENERAL DE LA CORTEZA CEREBRAL

El sistema nervioso central consta de seis grandes regiones: la médula espinal, la
médula oblongata, el cerebelo, el mesencéfalo, el diencéfalo, y el telencéfalo o
hemisferios cerebrales. La corteza cerebral es la capa mas externa de los hemisferios
cerebrales. Esta alcanza su grado méaximo de complejidad y desarrollo en los primates,
especialmente en humanos. Tanto desde el punto de vista estructural como filogenético,
se distinguen tres tipos bdsicos de corteza: isocortex (neocorteza) el ultimo en aparecer
en la evolucién del cerebro, paleocortex que comprende al cerebro olfatorio y
arquicortex constituido por la formacién del hipocampo. Anatémicamente la corteza
cerebral se divide en cuatro l6bulos principales: el 16bulo frontal ubicado en la porcion
anterior del cerebro, el lobulo parietal de ubicacion dorsal, el lébulo temporal de
ubicacion lateral, y el 16bulo occipital que es la parte posterior del cerebro. Los l6bulos
se dividen por sulcos prominentes que mantienen una posicion relativamente constante
en humanos.

Las neuronas de la corteza estan dispuestas en seis ldminas paralelas. La capa
mas externa, lamina I, estd en contacto con la pia mater (meninge); la capa celular mas
interna, lamina VI, se localiza contiguamente a la sustancia blanca. Estas laminas pueden
diferenciarse por su citoarquitectura (tamafio y numero de células y densidad de axones
mielinizados). La lamina [ es practicamente acelular y estd compuesta fundamentalmente
por axones que interconectan distintas regiones de la corteza. La ldmina II 6 capa
granular externa generalmente es estrecha y estd densamente poblada de neuronas
piramidales de somas relativamente pequefios. También se la conoce como capa granular
externa. La lamina III es de mayor espesor, en ella abundan las neuronas piramidales de
cuerpos celulares grandes. Los axones de las neuronas ubicadas en las laminas II y III
proveen la mayor parte de las conexiones de salida a otras regiones corticales. La lamina
IV, denominada capa granular interna, estd compuesta mayoritariamente por neuronas
estrelladas espinosas y carece de neuronas piramidales. Esta capa tiene un espesor
bastante variable y recibe principalmente aferencias del tdlamo. En algunos casos como
en la corteza sensorial primaria la cantidad de fibras de entrada talamicas es grande, es
por ello que la lamina [V de ciertas regiones corticales como la corteza visual tiene un
espesor mayor que las otras ldminas. Contrariamente, en la corteza motora la lamina IV
se encuentra muy reducida. La lamina V tiene un espesor considerable y se destaca por la

presencia de neuronas piramidales de somas grandes cuya dendrita apical llega hasta la




Introduccion

lamina I. Los axones de estas neuronas proyectan a una amplia variedad de estructuras
subcorticales. La lamina VI es la mas profunda y posee tipos celulares multiformes.
Algunas neuronas de la lamina VI proyectan sus axones hacia el tdlamo.

Las células de la corteza cerebral, de acuerdo a su funcion, pueden dividirse en
dos grandes grupos, excitatorias o inhibitorias. Las neuronas excitatorias son
glutamatérgicas y representan el 75% de toda la poblacién, tienen espinas dendriticas y
segiin su morfologia se agrupan en dos tipos neuronales, estrelladas y piramidales,
siendo estas ultimas mucho mas abundantes. Por su parte, las neuronas inhibitorias
representan aproximadamente el 25% de toda la poblacion neuronal. Estas liberan el
neurotransmisor GABA, no poseen espinas dendriticas y sus somas no son piramidales.
Las neuronas inhibitorias constituyen un grupo heterogéneo de células que puede
dividirse en al menos 8 tipos de acuerdo a su morfologia y a la colocalizacion de GABA
con otras sustancias (péptidos).

Las neuronas corticales también han sido clasificadas segtn su patrén de disparo
de potenciales de accion describiéndose al menos cuatro grupos, denominados: de
disparo regular (RS, por regular spiking), de disparo en rafagas (IB, por intrinsically
bursting), de disparo oscilatorio en rafagas (ROB, por repetitive oscillatory bursting) y
de disparo rapido (FS, por fast spiking) (Connors y Gutnick, 1990; Yang y col., 1996).
Las neuronas RS se hallan en todas las laminas y son las méas abundantes. La mayoria de
ellas son neuronas piramidales, pero también pueden ser neuronas estrelladas. Las
neuronas RS disparan potenciales de accion simples a una frecuencia inicial alta que va
disminuyendo con el tiempo mientras se mantiene el estimulo. Este fendmeno se
denomina acomodacién y su grado es muy variable de una célula a otra. Luego de cada
potencial de accién las neuronas RS presentan una AHP (hiperpolarizaciéon post-
potencial) prominente que contribuye al fenomeno de acomodacion. Las neuronas IB
disparan inicialmente rafagas de dos o mas potenciales de acciéon. Luego del primer
potencial de accion estas neuronas generan una DAP (despolarizaciéon post-potencial)
dependiente de Ca>" que facilita el disparo de nuevos potenciales de accién. Ademas,
luego de una rafaga de potenciales de accion presentan un AHP prominente. La AHP
luego de cada potencial de accion es de menor amplitud que en células RS. El patron de
disparo de estas neuronas es caracteristico de la lamina V. Morfolégicamente se trata de
células piramidales grandes con arboles dendriticos muy ramificados. Las neuronas ROB
disparan potenciales de accion en rafagas que se repiten oscilatoria y espontdneamente.

Estas células parecen estar poco representadas en registros in vitro, y serian




Introduccion

exclusivamente neuronas piramidales de la lamina V. Por su parte las interneuronas
inhibitorias gabaérgicas presentan un patrén de disparo del tipo FS caracterizado por la
descarga continua de potenciales de accién de corta duracion a alta frecuencia sin
presentar adaptacion. Luego de cada potencial de acciéon ocurre una AHP de gran
amplitud y muy rdpida. Si bien este patrén siempre corresponde a interneuronas
inhibitorias no todas las interneuronas inhibitorias son FS.

Esta tipificacion ha sido realizada en base a experimentos in vitro y como toda
clasificacion posee arbitrariedades. De hecho, existen variantes para cada uno de los
patrones de disparo y muchas veces las diferencias no son sencillas de reconocer. Por
ejemplo, las neuronas que tienen caracteristicas intermedias entre RS e IB suelen
denominarse IM (intermediate). Por otro lado, la clasificacion de neuronas por patrén de
disparo estd siendo actualmente cuestionada ya que existen evidencias de que en algunos
casos las neuronas pueden interconvertirse de un patrén a otro, con cambios sutiles de
alguna condicién del medio, por ejemplo, se ha descripto que las neuronas RS pueden
comportarse in vitro como IB si se baja la concentracion de Ca** intracelular (Friedman y
Gutnick, 1989). En experimentos in vivo se observo que el patréon de disparo puede
modificarse con cambios leves del potencial de reposo como los que se observan durante
el ciclo de suefio-vigilia (Steriade y col., 2001). Estos autores sugieren que las neuronas
piramidales in vivo pueden interconvertirse de un tipo a otro dependiendo del potencial

de reposo al que se hallan (Steriade, 2004).
Neuronas piramidales de la lamina V

Las neuronas piramidales de la lamina V (NPLV) poseen una serie de
caracteristicas que sugieren un rol importante para este tipo celular en el flujo de
informacion cortical. Las NPLV proyectan sus axones hacia numerosas regiones
subcorticales y representan la principal via de salida de la informacién procesada en la
corteza cerebral, junto con las neuronas de la lamina VI que proyectan hacia el talamo.
Las proyecciones de las NPLV se dirigen al cuerpo estriado, la médula espinal, el
cerebro medio y otras estructuras subcorticales y corticales. Estas neuronas poseen un
soma grande y su dendrita apical se extiende desde las laminas profundas hasta la lamina
[ donde se ramifica. Sus dendritas basales se extienden lateralmente por las ldminas
profundas, lo que en conjunto con la prominente dendrita apical le confiere la capacidad

tnica de poder establecer contactos sindpticos con neuronas de todas las laminas de la
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corteza. Estas caracteristicas sugieren que las NPLV podrian regular, coordinar y
sincronizar la actividad de la corteza cerebral (Gutnik y Mody, 1995). Las NPLV pueden
presentar cualquiera de los tres patrones de disparo descriptos anteriormente para

neuronas piramidales RS, IB o ROB.

LA CORTEZA PREFRONTAL

La corteza prefrontal (CPF) es la porcion anterior del 16bulo frontal del cerebro.
En humanos tuvo su maximo grado de desarrollo ocupando 1/3 del volumen total de la
neocorteza. La CPF es también la region que aparece mas tardiamente en la evolucion
del cerebro de mamiferos y la ultima en madurar durante el desarrollo ontogénico.

En la corteza frontal de los mamiferos se lleva a cabo la asociacion y el
procesamiento de informacién sensorial para la organizacion de comportamientos
voluntarios complejos. Esta capacidad estd relacionada con funciones cognitivas
localizadas en este area como la memoria de trabajo, atencién, seleccion, planeamiento y
control inhibitorio (Miller, 2000; Fuster, 2001). En macacos, se demostré que en la CPF
dorsolateral hay neuronas que disparan selectivamente durante la realizaciéon de pruebas
que evaluan la memoria de trabajo espacial (Fuster y Alexander, 1971; Funahashi y col.,
1989). Aunque en ratas no se encontr6 una region especifica donde las neuronas
respondan selectivamente durante una tarea que requiera memoria de trabajo, si se ha
mostrado que lesiones en la CPF medial reducen la memoria de trabajo, la organizacién
temporal del comportamiento y la atencidn (Kolb y col., 1983; Dunnett, 1990; Broersen
y col., 1995; Muir y col., 1996; Delatour y Gisquet-Verrier, 2000, 2001).

También se cree que la CPF esta involucrada en desérdenes neuropsiquidtricas
como la esquizofrenia, la ADHD (attention-defitit hyperactivity disorder), déficits
cognitivos del mal de Parkinson y la adiccion a drogas. En general las hipétesis incluyen
el desbalance algunos de los circuitos catecolaminérgicos que inervan la CPF, como el
dopaminérgico mediante el circuito mesocortical originado en el area tegmental ventral
(VTA), el serotonérgico que proviene de neuronas del rafe y el noradrenérgico cuyos
somas estan en el locus cereuleus. (Bardo y col., 1996; Arnsten, 1998; Yang y col.,
1999). Se conocen multiples efectos que estos neurotransmisores ejercen en las neuronas
corticales y se ha estudiado bastante la fisiologia de neuronas corticales, pero todavia no
se sabe como en la CPF se procesa y regula la informacion en condiciones normales y

patolégicas (Miller, 2000).
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Una comparacién de los cerebros de distintas especies de mamiferos arroja
numerosas diferencias estructurales y funcionales. Por ejemplo, el volumen del cerebro
de los ratones es aproximadamente cien veces menor que en los monos macacos y mil
veces menor que el de los humanos. Las homologias anatémicas y funcionales
establecidas para diferentes regiones del cerebro de distintas especies han generado
ciertas controversias que son materia de debates no totalmente saldados, particularmente
en lo que concierne a la organizacion y funcién de la CPF de roedores y primates no
humanos (dos modelos de estudio en fisiologia altamente difundidos). Especialmente se
encuentra en discusion la existencia en roedores de una region homologa a la CPF
dorsolateral de primates (Preuss, 1995; Ongur y Price, 2000; Uylings y col., 2003). La
respuesta a estas cuestiones no es simple ya que los campos corticales de los roedores
son menos evolucionados, diferenciados y segregados que los de primates. Brodman
(1909), en un trabajo que senté las bases de las divisiones citoarquitectonicas de la CPF
encontré que los roedores, a diferencia de los primates, no poseen corteza frontal
granular (ausencia de lamina [V). Al analizar esta diferencia anatomica defini6 la CPF
como la corteza frontal granular, excluyendo a los roedores por poseer corteza frontal
agranular. Sin embargo posteriormente realizd un andlisis mas pormenorizado
involucrando diferentes caracteristicas anatémicas y funcionales neuronales, como por
ejemplo los patrones de conectividad, las propiedades electrofisiologicas, la distribucion
de neurotransmisores y sus receptores, el desarrollo embriolégico y la citoarquitectura,
encontrandose argumentos que apoyan una homologia efectiva entre la CPF dorsolateral
de primates y la CPF medial de roedores (Uylings y col., 2003). Uylings y colaboradores
propusieron que la CPF de roedores y primates tiene un nimero suficiente de similitudes
que avalan la utilizacién de los roedores como modelo de estudio de funciones de la CPF
dorsolateral de primates. En roedores la CPF medial seria el sustrato neural de algunas
funciones que en primates desempeiia la CPF dorsolateral, como la memoria de trabajo.
Esta area se subdividide en cinco regiones: el area frontal 2 (Fr2) ¢ éarea medial
precentral (PrCm), la corteza cingulada 1 (Cgl) 6 éarea cingulada dorsal anterior (ACd),
la corteza cingulada 2 (Cg2) o area cingulada ventral anterior (ACv), el area prelimbica
(PL) y el érea infralimbica (IL) (la redundancia de nombres se debe a que distintos

autores usan diferente nomenclatura para regiones equivalentes).
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CANALES IONICOS COMO DETERMINANTES DE LA ACTIVIDAD
NEURONAL

Las neuronas son cé€lulas especializadas en la transmision de sefiales. En la
corteza cerebral estas se disponen formando redes de comunicacién neuronal y la
actividad de la red dependera en gran medida de la actividad eléctrica de las células
individuales. Los mecanismos de generacién y transmision de sefiales en neuronas
involucran proteinas integrales de membrana denominadas canales idnicos. Uno de los
roles principales de los canales idnicos es controlar el flujo de iones a través de la
membrana. La estructura de estas proteinas consta someramente de un dominio de
activacion que censa un estimulo especifico (quimico, eléctrico, mecanico, etc.)
modulando alostéricamente a otro dominio estructural (que conforma un canal) en el que
ocurre la permeacion iénica. En otras palabras, el grado de activaciéon del canal se
manifiesta por cambios en las probabilidades de apertura y cierre del canal.

Existe una enorme variedad de canales ionicos. Estos fueron clasificados en
familias que exhiben diferentes caracteristicas (Hille, 2001). Debido a las diversas
propiedades biofisicas mostradas por estos canales, a las amplias posibilidades de
modulacién de su actividad y a los distintos patrones de distribucion subcelular, el
repertorio de canales i6nicos expresados en una célula dada configura las denominadas
propiedades intrinsecas de una neurona. Estas son por ejemplo el potencial de reposo, el
umbral de disparo, la resistencia de membrana, las constantes de tiempo, las
caracteristicas de los potenciales de accidn, la presencia de pospotenciales, etc, y son
propias de cada tipo neuronal. Todas ellas finalmente determinan patrones especificos de
actividad y las propiedades excitables, y en definitiva moldean las propiedades
fisiologicas neuronales (Connors, 1994). Otro mecanismo de control de la actividad
neuronal es la maquinaria sindptica, de la que los canales idnicos también son un
componente fundamental.

La actividad de los canales i6nicos (gating) puede ser controlada por una gran
cantidad de transmisores y mensajeros celulares. En algunos casos directamente (ej:
canales activados por ligando) y en otros indirectamente a través de proteinas
adaptadoras (receptores acoplados a proteinas G). Todas estas caracteristicas le otorgan
al sistema nervioso una dindmica de procesamiento que aun no se comprende
completamente, en parte, por el desconocimiento de numerosos factores que controlan la

excitabilidad neuronal y de su influencia en el procesamiento de sefiales. En este sentido
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el estudio de las corrientes activadas por hiperpolarizacién desarrollado en esta tesis, es
una contribucién al estudio de las propiedades fisiologicas de las neuronas piramidales

de la lamina V de la corteza prefrontal.

CORRIENTES ACTIVADAS POR HIPERPOLARIZACION

Se han descripto tres tipos de corrientes idnicas activadas por hiperpolarizacion
(CAH), una de K" mediada por canales Kir, otra de CI" mediada por canales CIC y una
tercera cationica mixta (Na” y K") llamada Ih. Todas producen una rectificacion entrante
o andmala con pulsos de voltaje hiperpolarizantes. El término rectificacion significa
cambio de la conductancia con el voltaje y es utilizado como una descripcién empirica de
las corrientes i6nicas de membrana. Cuando el cambié de conductancia ocurre en el
sentido hiperpolarizante se la llama rectificacion entrante o andmala. Esta denominacion
se utilizé por primera vez para describir una mayor conductancia entrante que saliente de
iones K" en el musculo esquelético (Katz, 1949) que llamé rectificacion anémala por ser
opuesta a la rectificacién saliente observada en los canales de K™ delayed rectifier.
Actualmente se sabe que la rectificacion anémala clasica descripta por Katz estd mediada
por canales de K" tipo inward rectifier (Kir) que se expresan en numerosos tipos
celulares y evolutivamente forman un subfamilia dentro de la superfamilia de canales de
K" (Doupnik y col., 1995). Estos canales son tratados en una secci6n aparte.

Los canales CIC que median corrientes de ClI” forman una familia de la que se
conocen varios miembros que responden a distintos estimulos pero los CIC-2 son
activados por hiperpolarizacion. En mamiferos estos canales se expresan en una variedad
importante de células no neuronales como musculo, epitelios y células gliales pero
también en varios tipos neuronales como neuronas simpaticas (Clark y col., 1998),
bastones de la retina (Enz y col., 1999), neuronas piramidales del hipocampo (Smith y
col., 1995; Sik y col., 2000) y neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra (Sik y
col., 2000). En corteza cerebral ha sido detectado mediante inmunohistoquimica (Smith
y col., 1995) pero no hay evidencias funcionales. La activacion de CIC tiene
componentes lentos y rapidos y contribuiria a estabilizar el potencial de reposo
hiperpolarizar el potencial de membrana (Hille, 2001).

[h se evidencié por primera vez en motoneuronas luego de un pulso de corriente
hiperpolarizante sostenido donde se observo una despolarizacion de aparicion lenta del

potencial de membrana (Araki y col., 1961; Ito y Oshima, 1965) (figura 1B). Las
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caracteristicas de esta rectificacion entrante se diferenciaban de la rectificacion anémala
clasica descripta por Katz en que presentaba una cinética de activacion lenta y estaba
mediada por dos iones, Na" y K. La corriente que la mediaba se describié a mediados de
los 70" en células sinoatriales del corazén de conejo (Noma y Irisawa, 1976) y
actualmente se la conoce como corriente catidnica activada por hiperpolarizacion (Ih).
Tanto Th como Ikir (la corriente mediada por canales Kir) se expresan en rhuchos tipos
diferentes de neuronas por lo tanto no es extrafio que se hayan encontrado varios tipos
celulares donde se coexpresan, como las neuronas de la amigdala basolateral (Womble y
Moises, 1993), las neuronas piramidales CA1 de hipocampo (Gasparini y DiFrancesco,
1999) y las neuronas del area postrema (Funahashi y col., 2003). No obstante en algunas
poblaciones de neuronas se las ha encontrado segregadas, como las motoneuronas
hipoglosales (Bayliss y col., 1994), neuronas del nucleo motor dorsal del vago (Travagli
y Gillis, 1994) y neuronas del nucleo trigerminal mesencefalico (Khakh y Henderson,
1998). También en la corteza cerebral se ha observado que en ciertas regiones las NPLV
coexpresan Ih e Ikir mientras otras no. En las NPLV de la corteza somatosensorial (Spain
y col., 1987) y la corteza visual (Solomon y Nerbonne, 1993b) se ha encontrado Th pero
no Ikir, mientras que en la corteza frontal se han encontrado evidencias de que las
neuronas piramidales expresan ambas corrientes (Tanaka y col., 1991). La expresion
diferencial de corrientes activadas por hiperpolarizacion en NPLV de distintas regiones
de la corteza cerebral indica que neuronas aparentemente homologas poseen
conductancias intrinsecas diferentes que pueden conferirles capacidades de

procesamiento especificas de cada region.
Caracteristicas generales de Th

Como se mencioné anteriormente [h se activa por hiperpolarizaciones del
potencial de membrana respecto del reposo produciendo una corriente cationica entrante
de activacion lenta que no presenta inactivacion (figura 1A). Su particular mecanismo se
hace evidente, en registros del potencial de membrana, como una despolarizacion lenta
llamada sag (figura 1B). Este fendmeno de sag (del inglés: comba) es una marca
distintiva de las células que poseen lh y determina un comportamiento no ¢hmico de la
relacion voltaje-corriente (V-I) en el sentido hiperpolarizante es decir una rectificacion

anomala (figura 1C).
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Se ha descripto que Th participa en diversas funciones fisiologicas en varios tipos
de células. Por ejemplo, en bastones fotorreceptores de retina se encontrd, que Ih esta
involucrada en la recuperacion de la hiperpolarizacion inducida por la luz y es sensible a
Cs" extracelular (Fain y col., 1978; Bader y col., 1979). En fibras de Purkinje cardiacas
se encontrd una corriente con las mismas caracteristicas a la que se denominé If por
funny current. En el corazon If determina oscilaciones espontdneas del potencial de
membrana junto con la corriente de Ca** “t”” (Brown y Difrancesco, 1980; DiFrancesco,
1981) contribuyendo a la generaciéon del ritmo cardiaco. Actualmente se conoce
vulgarmente a la corriente catidnica activada por hiperpolarizaciéon como [h o If, segun
se encuentre en el sistema nervioso o en el corazoén, respectivamente y por el importante
rol que cumple en la determinacién del ritmo de disparo de espigas en células del
corazén y en algunas neuronas oscilantes también se las denominé corrientes marcapasos

(pacemaker).
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Figura 1: la corriente catiénica activada por hiperpolarizacién (Ih) y su efecto sobre
el potencial de membrana. A, corriente evocada por un pulso de voltaje hiperpolarizante
de -50mV a -100mV. Recuadro: ampliacién del inicio de corriente donde se observa un
retraso que le da la forma sigmoidea caracteristica. B, cambios del potencial de membrana
superpuestos (arriba) en respuesta a una serie de pulsos hiperpolarizantes de -OpA a -
120pA (abajo). La repolarizacion durante el pulso de corriente (sag) es caracteristica de la
activacion de [h. C, relacion voltaje-corriente (V-I) calculada a los tiempos indicados en B
en el minimo del potencial (H) y e el estado estacionario luego del sag (A). Se aprecia la
desviacion de la linealidad que denota una rectificacion entrante o anomala. [registros
obtenidos de una neurona piramidal de la lamina V durante este trabajo]

La primera descripcion de una corriente tipo [h en el sistema nervioso central se
realizé en las células CA1 de hipocampo donde se la denomind Iq, por queer current (del
inglés: corriente rara) (Halliwell y Adams, 1982). Tiempo después se demostré que Th
esta involucrada en la actividad ritmica de neuronas tadlamocorticales (McCormick y

Pape, 1990a) y controla la actividad oscilatoria espontanea en neuronas de la oliva

Potencial de membrana [mV]
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inferior e interneuronas hipocampales (Maccaferri y McBain, 1996; Bal y McCormick,
1997).

Pero [h también se encuentra en muchas otras células que no generan oscilaciones
ritmicas y alli su funcién no es tan clara. Las primeras descripciones de [h en neuronas
ya mostraron que esta corriente participa en el mantenimiento del potencial de reposo
evitando hiperpolarizaciones excesivas, e incluso puede llevar el potencial de membrana
a valores cercanos al umbral de disparo. A fines de los 90°, luego del perfeccionamiento
de técnicas electrofisiolégicas que posibilitaron la realizacion de registros en dendritas,
se encontrd la importancia que Th tiene en algunas neuronas para las propiedades
intrinsecas dendriticas. En neuronas piramidales del hipocampo se vio que la densidad de
canales Th aumenta varias veces a medida que la dendrita apical se aleja del soma
(Magee, 1998). Este gradiente de expresion de los canales que median [h permite a las
neuronas compensar el efecto del filtrado dendritico sobre los potenciales postsindpticos
excitatorios, cambiando significativamente las propiedades integradoras de estas
neuronas respecto de lo predicho por los modelos pasivos (Magee, 1999). En los ultimos
afios también se propuso la participacion de Th en fendmenos de plasticidad sindptica en
hipocampo, aunque esto es atin hoy motivo de controversia (Chevaleyre y Castillo, 2002;
Mellor y col., 2002).

Una de las caracteristicas mas importantes de [h es su regulacion por nucleétidos
ciclicos (DiFrancesco y Tortora, 1991). Se ha demostrado que la unién de AMPc al canal
de Th facilita su activacion por voltaje y que en varios tipos de neuronas los
neurotransmisores que cambian los niveles intracelulares de AMPc pueden regular la
actividad de Th (Pape y McCormick, 1989; Gasparini y DiFrancesco, 1999).

Por ultimo cabe destacar que hubo varios factores que limitaron el estudio [h
hasta mediados de la década del 90°; siendo uno de los mas importantes la falta de
bloqueantes selectivos. Hasta la aparicion de nuevos bloqueantes organicos la
caracteristica farmacoldgica de Th era su sensibilidad al Cs” extracelular, sin embargo
este ion también bloquea canales de K" (Hille, 2001). Otro factor que reinstalo el estudio
de una corriente descripta hace 30 afios fue el clonado de los canales que median Th.
Recientemente se encontr6 una familia de genes que codifican canales cationicos
activados por hiperpolarizaciéon y nucledtidos ciclicos llamados HCN, con las
caracteristicas generales de [h (Santoro y col., 1998). Recientemente, en neuronas CAl
de hipocampo, se realizé una identificacién de eventos de canal unico mediados por

canales de caracteristicas compatibles con los que median Th. Estos estudios arrojaron
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para estos canales valores de conductancia de 10pS (Simeone y col., 2005), 10 veces
mayor a lo observado en los primeros registros realizado en células sinoatriales cardiacas
(DiFrancesco y Tortora, 1991). Ambos estudios confirmaron la sensibilidad al AMPc y a

bloqueantes.
Estructura de los canales HCN

Hasta el momento se identificaron cuatro genes que codifican para canales
ionicos que median [h en mamiferos denominados HCN (del inglés: hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide gated) (Santoro y col., 1997; Ludwig y col., 1998; Santoro y
col., 1998). Cada gen codifica para una proteina transmembranal que por su secuencia de
aminoacidos se determind que formaban una nueva familia de canales idnicos
perteneciente a la superfamilia de canales de K'. También se identificaron genes
relacionados en esperma de erizo de mar (spHCN) y en antena de insectos (hvHCN). En
la figura 2 se muestran la relaciones filogenéticas de los genes HCN secuenciados hasta

el momento. El nematodo Caenorhabditis elegans aparentemente carece de estos genes.

—— mHCN2
mHCN4
mHCN1

_ ’ —— mHCN3
*l— ' — HVIH

SPIH

Figura 2: Relacion evolutiva de las subunidades HCN. Arbol filogenético obtenido de
la secuencia de aminoacidos de las de las isoformas conocidas de subunidades HCN de
mamiferos (mHCN1-4), de la proteina de insectos (HVIH o hvHCN) y la de erizo de mar
(SPIH o spHCN). [tomado de Santoro y Tibbs 1999]

Cada subunidad de los canales HCN tiene una estructura de 6 hélices
transmembrana con un segmento cargado positivamente que actia como sensor de

voltaje (S4), y una regién P formando el poro del canal con la secuencia aminoacidica
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GYG caracteristica de la superfamilia de canales de K" dependientes de voltaje (figura
3A). Sin embargo, en la region del poro lindante a GYG la secuencia de los canales HCN
diverge del resto de los miembros de la familia, lo que explicaria su permeabilidad a
ambos iones (Na” y K). Ademés poseen un dominio intracitoplasmatico de unién a
nucleétidos ciclicos (CNBD) homologo al de otras proteinas que unen nucledtidos
ciclicos como las proteinas quinasas A y C (PKA y PKC), y los canales i6nicos activados
por nucleotidos ciclicos (CNG) de fotorreceptores y neuronas olfatorias. Los CNG
también pertenecen a la superfamilia de canales de K” pero a diferencia de los HCN son
insensibles al voltaje y solo se activan por nucleétidos ciclicos.

Las cuatro subunidades (HCN1-4) se han expresado en sistemas heter6logos y
forman canales homomeéricos funcionales (Ludwig y col., 1998; Santoro y col., 1998)
(Moosmang y col., 2001). Todas las subunidades se activadan por hiperpolarizacion y
producen corriente catidénicas de Na”/K" modulables por AMPc. Sin embargo mediante
la expresion de cada subunidad por separado se recuperan canales con importantes
diferencias en la cinética, la dependencia del voltaje y la sensibilidad a AMPc.

Notoriamente, la isoforma HCN1 posee una cinética varias veces mds rapida y una baja

sensibilidad al AMPc comparado con las otras tres (Santoro y col., 2000; Chen y col.,
2001).

dominio deunién a AMPc
(CNBD)

Figura 3: esquema de una subunidad HCN y su ensamblado para formar un canal.
A, topologia de una subunidad HCN genérica donde se muestra el dominio de unién a
nucleétidos ciclicos (CNBD) del lado intracelular, el poro con los residuos distintivos de
canales de K* (GYG) y el segmento sensor de voltaje S4. B, esquema del supuesto
ensamblado tetramérico de subunidades formando un canal. [tomado de Robinson y
Siegelbaum 2003]

Se cree que los canales HCN, al igual que el resto de los miembros de la

superfamilia de canales de K dependientes del voltaje, se ensamblarian en tetrameros.
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La co-expresion de canales HCN1 y HCN2 resulta en la generacién de una Ih con
caracteristicas intermedias a las observadas expresando las mismas subunidades por
separado. Estas propiedades intermedias no se explican por la suma lineal de cada una de
las subpoblaciones de subunidades, lo que sugiere la formacién de nuevos canales
heterométricos (Chen y col., 2001; Ulens y Tytgat, 2001a). Las propiedades de los
canales HCN1/2 son muy similares a las registradas en células piramidales CAl de
hipocampo donde normalmente se expresan ambas subunidades. Sin embargo la
estequiometria de los canales nativos es algo que se desconoce hasta el momento.

Existen evidencias de que HCN1 y HCN2 interaccionan con proteinas accesorias.
Por ejemplo, MiRP (Mink related protein o KCNE) es una proteina de un solo segmento
transmembrana que interacciona con HCN2 y algunos canales de K™ (Lewis y col., 2004)
cambiando propiedades y niveles de expresion. Cuando HCN1 y HCN2 fueron
coexpresados con MiRP1 aument6 su expresion y la cinética de activacion se hizo mas
rapida (Yu y col., 2001; Qu y col., 2004). Ambas proteinas también se expresan en
células sinoatriales del corazén (Yu y col., 2001) sugiriendo que MiRP1 podria ser una
subunidad P de los canales HCN. Sin embargo, més allé de lo observado en sistemas de
expresion heterélogos, no hay evidencias de que la interaccion de ambas proteinas tenga

relevancia fisiologica para la actividad de los canales HCN.

Localizacion de los canales HCN

Las cuatro isoformas de canales HCN se expresan en el sistema nervioso central
de mamiferos t presentan diferentes abundancias relativas segun la regién. Se detecté una
importante marcacioén con anticuerpos anti-HCN1 en neuronas piramidales de corteza e
hipocampo, con mayor intensidad en la dendrita apical lejana (Santoro y col., 1997).
Recientemente se estudi6 la inmunoreactividad de las cuatro subunidades en cerebro de
rata (Notomi y Shigemoto, 2004) y se confirmé que era igual a los patrones de expresion
de los ARN mensajeros descriptos previamente (Moosmang y col., 1999; Santoro y col.,
2000). La expresion de HCN1 estd principalmente restringida a neocorteza, hipocampo,
coliculo superior, area postrema, nicleo coclear y cerebelo. HCN2 tiene una distribucion
mas amplia en el sistema nervioso central y presenta una importante superposicion con
HCNI1. Mediante técnicas de inmunomarcacion doble con oro se encontré6 que HCNI1 y
HCN2 colocalizan en dendritas lejanas de las neuronas piramidales de la lamina V en la

neocorteza, marcando intensamente las ramificaciones de la dendrita apical en la lamina
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I, y en las dendritas apicales de las neuronas CAl del hipocampo. Esto confirma una
distribucién intracelular asimétrica con alta densidad de canales HCN1 y HCN2 en la
dendrita apical (Lorincz y col., 2002; Notomi y Shigemoto, 2004), sugiriendo que estas
subunidades formarian canales heteroméricos in vivo. La expresion de HCN3 en cerebro
estaria restringida a regiones subcorticales como hipotdlamo, bulbo olfatorio, nucleos del
rafe, caudado-putamen y otros, generalmente con baja intensidad. HCN4 también tiene
una distribucion subcortical con marca en el talamo, la sustancia nigra y otras regiones.
Estas distribuciones sugieren que HCN1 solo coexpresa con HCN2 y es complementaria
a la expresion de HCN3 y HCN4.

Es interesante destacar que en células CAl de hipocampo y piramidales de
corteza donde se expresan HCN1 y HCNZ2, Th tiene una activacion rapida (Maccaferri y
col., 1993; Berger y col., 2001), mientras que en el células relevo del tdlamo donde se
expresa predominantemente la subunidad HCN4 con HNC2, Ih tiene una activacion
sensiblemente mas lenta (McCormick y Pape, 1990b). De hecho estd descripta una fuerte
asociacion entre la expresion de ARNm de HCN1 en células piramidales de corteza e
hipocampo con una constante de activacion del ~100ms, y la ausencia del ARNm de esta
subunidad en neuronas dopaminérgicas del cerebro medio y talamocorticales que tienen
constantes mas lentas (Franz y col., 2000; Santoro y col., 2000). Esto sugiere que la
heterogeneidad funcional de [h se explicaria en parte con la expresion diferencial de

subunidades HCN.

Propiedades biofisicas de Th

Cinética

[h comienza a activarse a potenciales de membrana entre -50 y -70mV. La
velocidad de activacion y la amplitud aumentan con el grado de la hiperpolarizacion
necesitando desde algunos cientos de milisegundos hasta varios segundos para llegar su
activacion maxima. Th no presenta inactivacion, por lo que mantiene niveles constantes
de amplitud durante la duracion del estimulo. La activacion de Th es compleja, tiene un
retraso de unos pocos milisegundos y luego se desarrolla lentamente hasta el estado
estacionario dando una cinética de activacion de curso temporal sigmoideo caracteristica
(ver recuadro en figura 1A). Este retraso en la activacién es dependiente del tiempo,

haciéndose menor con pulsos mas hiperpolarizantes. Luego del retraso, la activacion se
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[h se ajusta bien a una o dos ecuaciones exponenciales, dependiendo del tipo celular
(Santoro y Tibbs, 1999). Como se mencioné arriba las constantes de tiempo varian
acorde a las subunidades expresadas en cada tipo celular. En células relevo del tdlamo
que expresan HCN4 puede tomar varios segundos llegar al estado estacionario mientras
que en hipocampo o corteza cerebral que expresan HCN1 las constantes de tiempo van
de decenas hasta cientos de milisegundos (Santoro y col., 2000). En las células en que la
activacion de Ih ajusta a dos exponenciales la constante rapida esta en el orden de las
decenas a cientos de milisegundos y la lenta va de cientos de milisegundos a segundos
(Solomon y Nerbonne, 1993a). Normalmente las constantes de tiempo son fuertemente
dependientes del voltaje y de la temperatura. Mientras que a temperatura ambiente la
constante de activacién es de unos 270ms para un voltaje cercano al Vsy, a 35°C se
acelera a 100ms. Para un pulso de voltaje mas hiperpolarizado (-150mV) Ih llega a
activarse en menos de 20ms (Magee, 1998; Williams y Stuart, 2000).

La deactivacion de [h se manifiesta como una corriente saliente que se relaja
lentamente al finalizar el pulso hiperpolarizante (figura 1A). La cinética de las corrientes
de cola es mas dificil de caracterizar debido a que son mas susceptibles a la
contaminacién con otras corrientes. Sin embargo, se encontré que la deactivacion de Th
ajustd bien a una exponencial simple y que también dependen del voltaje ya que a
mayores despolarizaciones la deactivacion de estas corrientes es mas rapida (Bayliss y
col., 1994; Williams y Stuart, 2000).

Hasta ahora se hablé de Th como una corriente cuya activacion depende del
voltaje y del tiempo. Sin embargo, en sistemas de expresion heterélogos se ha observado
que el canal HCN2 recombinante también mediaria una corriente instantanea e
independiente del voltaje, ademas del componente lento y dependiente del voltaje
(Proenza y col., 2002). La presencia de este componente instantdneo, que revierte al
mismo potencial que Th y es sensible al bloqueante selectivo ZD7288 (Proenza y Yellen,
2006), estaria regulada por la subunidad accesoria MiRP1 cuando se sobreexpresa junto
con HNC2 en células CHO (Proenza y col., 2002), pero no cuando ambas proteinas se
sobreexpresan en otros sistemas como ovocitos de Xenopus o miocitos (Yu y col., 2001;
Qu y col., 2004). En estas dos ultimas células la expresion MiRP1 no modifica el
componente instantdneo, sino que aumenta la velocidad de activaciéon del HCNI1 o
HNC2, por lo tanto el componente instantdneo podria ser muy dependiente del tipo
celular. Existen evidencias de la existencia de un componente instantdneo importante en

células sinoatriales del corazén (Hagiwara y col., 1992) donde también se expresa la
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subunidad HCN2 y MiRP1. En sistema nervioso hay evidencias de la expresion proteinas
MIiRP y su interaccién con canales de K™ (McCrossan y Abbott, 2004), pero hasta ahora
no hay reportes que avalen su interaccién con subunidades HCN neuronales, ni la

existencia de un componente instantaneo en neuronas.

Dependencia del voltaje

La dependencia del voltaje de Th se puede evaluar a través de la relacion
corriente-voltaje de las corrientes de cola. Las curvas de activacion de Th obtenidas de
esta forma generalmente son sigmoideas y ajustan a una ecuacion de Boltzman. De esta
manera se obtiene el voltaje al cual se activa el 50% de los canales (Vsp) y la pendiente
(m) que indica cuan pronunciada es la dependencia del voltaje. Los valores de ambos
parametros son bastantes variables entre células. El V5o normalmente oscila entre -75 y -
95mV, aunque hay casos mas extremos. La pendiente de la curva obtenida en distintas
células oscila entre 4 y 13, lo que indica una importante dependencia del voltaje
comparable con la de los canales activados por despolarizacion, es decir que pequefios
cambios en la polarizacion de la membrana activan una cantidad significativa de canales.
De las curvas de activacion también se desprende que usualmente [h comienza a
activarse entre -45 y -60mV y tiene su conductancia méxima a potenciales de -110mV o
mas negativos (Pape, 1996; Santoro y Tibbs, 1999).

Se ha visto que al igual que los canales activados por despolarizacion, los canales
HCN tienen también un segmento transmembrana cargado positivamente que
corresponderia al sensor de voltaje. Este segmento es la tnica regiéon del canal que
cuenta con la carga suficiente para determinar la dependencia del voltaje que presentan
estos canales. Esto abri6 un interrogante acerca del mecanismo responsable de activacion
de los HCN. El movimiento del segmento S4 en los HCN durante la hiperpolarizacion es
similar al observado en canales de K', ya que este segmento seria accesible del lado
extracelular con despolarizacion y del lado intracelular con hiperpolarizacion (Mannikko
y col., 2002; Vemana y col., 2004). La diferencia en el mecanismo de activacion entre
canales HCN y K" estaria dada por un nuevo mecanismo de acoplamiento entre el sensor
de voltaje y la compuerta (Bell y col., 2004) que todavia no fue dilucidado. Al igual que
en los canales de K™ dependientes de voltaje se mostré que la compuerta est4 orientada

hacia el compartimiento intracelular (Shin y col., 2001).
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Naturaleza ionica

Los canales HCN permiten el paso tanto de iones Na" como K, sin embargo esto
no implica una falta de selectividad ya que por ejemplo el Li", un ién muy similar al Na”
que no es discriminado por los clasicos canales de Na', no es capaz de permear por los
HCN. La permeabilidad relativa Na"/K" es 0,2-0,4 lo que determina un potencial de
reversion entre -50 y -20mV, positivo respecto del potencial de reposo de la mayoria de
las células (Pape, 1996). Por este motivo la activacion de Th genera una corriente entrante
llevada principalmente por iones Na“ que despolariza el potencial de membrana. Los
cambios en la concentracion de cualquiera de los iones permeantes afecta fuertemente la
Th. La disminucién en la cantidad de Na" extracelular reduce su amplitud segun lo
esperado por el cambio en potencial de reversion (Spain y col., 1987). Por otro lado, los
cambios de la concentracién de K" extracelular afectan Th de una forma que no se
explican solamente por un corrimiento del potencial de reversion. Una leve reduccion de
la concentracion de K’ extracelular inhibe drasticamente la amplitud de Ih.
Contrariamente, un incremento del K™ extracelular induce un aumento desmesurado de
[h. Este efecto fue probado en neuronas de la corteza visual de rata donde un aumento
del K" extracelular de ImM produce un aumento del 20% en la conductancia de Th
(Solomon y Nerbonne, 1993b). En el rango de potenciales de membrana fisioldgicos el
Na“ es necesario siendo el i6n que transporta la carga entrante, mientras que el K' se
requiere para que el canal conduzca y ejerceria un efecto regulatorio (Pape, 1996). Los
canales [h tendrian en el exterior del poro un sitio de alta afinidad para los iones
permeantes y un sitio regulatorio para el K*. En bastones fotorreceptores de salamandra,
mediante el analisis del bloqueo ejercido por varios iones, se determind que [h poseeria
al menos tres sitios de unién a iones uno de alta afinidad para Na” y dos de alta afinidad
para K™ (Wollmuth, 1995), uno de los cuales seria el sitio regulatorio del K*. Se postuld
que la alta sensibilidad de los canales Ih al K" extracelular puede ser un mecanismo de
regulacion en condiciones donde este i6n cambie su concentracidon, como la isquemia o
la actividad epiléptica, cuando se incrementa notablemente la concentracién de K*
(Robinson y Siegelbaum, 2003).

Los iones Cl” no participan de la conduccion de Th, sin embargo son necesarios
como reguladores positivos. En motoneuronas se observé que una reduccion del CI°
extracelular cambiaba la curva de activacion levemente hacia la izquierda, lo contrario de

lo esperado para un corrimiento del potencial de reversion del CI'. Cuando el CI' fue
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reemplazado por otro contraion [h se inhibié reversiblemente (Takahashi, 1990). Los
canales HCN son los tinicos canales que permean Na” y K™ cuya conduccion depende de
la presencia de CI extracelular. Es posible que el Cl” tenga un rol en la estabilizacion de

los cationes que permean el canal (Pape, 1996).
Bloqueantes

La caracterizaciéon de Th muchas veces se vio dificultada porque su rango de
activacion se superpone con el de otras corrientes idnicas, de tal manera que los
bloqueantes han sido una herramienta muy importante para estudiar esta corriente. Las
principales corrientes que dificultan el estudio de Th son la corriente de sodio persistente
(INap) que se activa con despolarizacién subumbral, las corrientes de K tipo A y tipo M
(Im), que se activan por despolarizacién leve del reposo, las corrientes de CI™ activadas
por hiperpolarizacién y Ikir que se activa cerca del potencial de reversién del K'. Th ha
sido distinguida de estas corrientes por su alta sensibilidad a Cs” externo (1-5SmM), pero
este cation inorganico también bloquea Ikir y canales de K tipo delayed rectifier (Hille,
2001). Sin embargo Ih es relativamente insensible al Ba**, bloqueante de canales de K
que a bajas concentraciones (en el orden micromolar) inhibe selectivamente a los canales
Kir y a los canales de K" que median una corriente de fuga independiente del voltaje
(Kieak 0 KCNK) (Coetzee y col., 1999). Sin embargo el Ba®" a concentraciones mayores
(del orden milimolar) también puede tener un efecto inhibitorio sobre [h (van Welie y
col., 2005). Durante largo tiempo Cs* y Ba®" fueron las unicas herramientas
farmacoldgicas para discriminar [h e Ikir y evaluar el rol fisiolégico de Ih en varios tipos
de células (Pape, 1996).

Miés recientemente se han encontrado compuestos organicos con actividad
bradicardica que bloquean selectivamente [h. Ellos son el ZD7288 (4-(N-etil-N-
fenilamino)-1,2-dimetil-6-(metilamino) piyridin cloruro) (BoSmith y col., 1993), el UL-
FS49 o zetebradina (DiFrancesco, 1994) y el S-16257 o ivabradina (Bois y col., 1996),
siendo el ZD7288 el mas utilizado en sistema nervioso (Harris y col., 1994; Pape, 1994;
Gasparini y DiFrancesco, 1997). El ZD7288 es un bloqueante irreversible de accioén
relativamente lenta. El tiempo de bloqueo depende de la concentracion, pero usualmente
son necesarios mas de 10min de aplicacion para alcanzar el efecto maximo. Es un
bloqueante que requiere del canal abierto y tendria efecto sobre la region interna del poro

del canal. El bloqueo es dependiente del voltaje, desfavoreciendo su efecto la
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hiperpolarizacién fuerte (Shin y col., 2001). El ZD7288 es utilizado en concentraciones
de 1 a 100puM con ICsg en el rango micromolar bajo. En células CA1 de hipocampo se
reportd una ICsy de 10uM (Gasparini y DiFrancesco, 1997). Sin embargo existe
controversia sobre su selectividad ya que se describié que el ZD7288 afectaria la
transmision sindptica de forma independiente de Ih (Chevaleyre y Castillo, 2002).

Ih es insensible a la aplicacion extracelular de tetrodotoxina (TTX), que bloquea
canales de Na" y de tetraetilamonio (TEA) y 4-aminopiridina (4-AP), bloqueantes de
canales de K*. Sin embargo el TEA tiene un efecto inhibitorio sobre Ih cuando es
aplicado intracelularmente (Budde y col., 1994). Estd ampliamente probado que iones
divalentes como el Ca**, Mg®* y Co*" no bloquean Ih (Pape, 1996) con excepcion del
Sr** (Ono y col., 1994). Algunos anestésicos volatiles y locales también inhiben Ih. El
halotano corre la curva de activacion hacia la izquierda y reduce la amplitud méxima de
[h en motoneuronas (Sirois y col., 1998). El QX314, un derivado de la lidocaina que es
utilizado intracelularmente para inhibir canales de Na“, boquea Ih en todo el rango de

activacion en células CA1 de hipocampo (Perkins y Wong, 1995).
Regulacion de Ih por nucleétidos ciclicos

El AMPc se une a los canales HCN aumentando la dependencia de voltaje a
través de un corrimiento de la curva de activacién de Th a valores mas positivos y en
forma independiente de fosforilacion (DiFrancesco y Tortora, 1991) (Pedarzani y Storm,
1995). Esto hace que para un determinado estimulo hiperpolarizante la activacién
maxima de Th ocurra mas rdpidamente en presencia de AMPc. Este mecanismo provee
un modo en que [h puede ser regulada por neurotransmisores que estimulen o inhiban a
la adenilato ciclasa. EI AMPc se une al canal HCN en un lazo intracitoplasmatico del
carboxilo terminal de 120 aminoécidos llamado dominio de unién a nucleétidos ciclicos
(CNBD). En experimentos con canales HCN mutantes expresados en ovocitos donde el
CNBD fue delecionado, se determiné que el dominio CNBD ejerce una inhibicion
constitutiva que puede ser removida por la unién del AMPc. Los canales mutantes que
no poseen CNBD son insensibles al AMPc y tienen la curva de activacion corrida hacia
la derecha mimetizando concentracienes saturantes de AMPc. Entonces las diferencias
de sensibilidad al AMPc observadas entre las subunidades HCN1 y HCN2 estarian

determinadas por el grado de inhibicion que el CNBD ejerce en forma constitutiva a cada
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canal (Wainger y col., 2001). Los canales HCN1 homomeéricos expresados en sistemas
heterélogos son poco sensibles al AMPc, mostrando un corrimiento de la curva de
activacion de aproximadamente SmV hacia la derecha, mientras los HCN2 son mas
sensibles ya que su curva de activacion se corre unos 20mV. Al coexpresarlos se vio una
regulacion intermedia que no se corresponde con la suma lineal de los efectos
observados en cada subunidad por separado (Chen y col., 2001).

En distintos tipos de neuronas se ha observado una modulacion de Th inducida
por neurotransmisores que regulan los niveles citoplasmaticos de AMPc. Por ejemplo en
neuronas talamicas, tanto la activacion de receptores [-adrenérgicos con noradrenalina,
como la aplicacion de serotonina, lleva a un aumento en la activacion de Ih (McCormick
y Pape, 1990a), mientras que la activacion de receptores GABAg lleva a una disminucion
(Frere y Luthi, 2004). En neuronas CA1l de hipocampo se observé que la serotonina
corri6 la activacion de lh hacia la derecha facilitando la activaciéon (Gasparini y
DiFrancesco, 1999) a través de receptores 5-TH4 y 5-HT7, pero cuando se activaron los
5-HT1A se observo una inhibicion de Ih (Bickmeyer y col.,, 2002). En neuronas
piramidales de la corteza cerebral la serotonina induce un modesto aumento de Th a
través de receptores 5S-HT2A pero solo entre los 5 y 15 dias postnatales posiblemente
debido a una disminucidn en la expresion de ese receptor en el desarrollo(Zhang, 2003).
Ih también puede ser regulada por la uniéon de GMPc, aunque la afinidad es un orden de
magnitud menor que la del AMPc (DiFrancesco y Tortora, 1991). Existen evidencias de
que el oOxido nitrico, que estimula la guanilato ciclasa, regula ITh en neuronas
talamocorticales (Pape y Mager, 1992). Los andlogos del AMPc como el 8Br-AMPc son
potentes activadores de Th. En neuronas talamocorticales se mostré que 10uM de 8Br-
AMPc tienen el mismo efecto que 1mM de AMPc aplicado intracelularmente corriendo
la curva de activacion 12mV hacia la derecha (Luthi y McCormick, 1999).

Si bien abundan ejemplos de receptores acoplados a proteinas G que regulan [h
en varios tipos de neuronas, son pocos los que reportaron algin efecto sobre Ih en el caso

de las neuronas piramidales de corteza cerebral (Spain, 1994; Zhang, 2003).



Roles fisiolégicos de 1h

Actualmente se sabe que Ih estd involucrada en cinco funciones generales que se

desarrollan a continuacion:

regulacion de la actividad de disparo ritmico

e contribucion al potencial de reposo

e participacion de las propiedades de disparo y la excitabilidad
e control de la integracion sindptica

e participacion en fenomenos de plasticidad sinaptica.
Regulacion de la actividad de disparo ritmico

El control de la actividad ritmica es sin duda el rol mas conocido por ser la
corriente marcapasos en las fibras de Purkinje cardiacas y las neuronas talamocorticales.
En ambos casos Ih actia en conjunto con corrientes de Ca*" “t” para determinar la
frecuencia de disparo de potenciales de accién. Durante la fase de repolarizacion de los
potenciales de accién ocurre una hiperpolarizacién (AHP) que activa Th, que lentamente
repolariza el potencial de membrana hasta alcanzar nuevamente el umbral de los canales
de Ca** generando una mayor despolarizacién que inicia un nuevo ciclo de potenciales
de accion (figura 4).

Aunque [h no controla todo el mecanismo de ritmogénesis, contribuye a la AHP
y despolarizacién subsiguiente determinando el potencial de membrana alrededor del
cual fluctia la célula (McCormick y Pape, 1990a). En el corazén la accion de la
noradrenalina o la acetilcolina sobre Th pueden acelerar o reducir el ritmo cardiaco
(DiFrancesco, 1993). En neuronas talamocorticales Th puede ser regulada por
noradrenalina y serotonina, pero existen mecanismos adicionales que también controlan
el ritmo de disparo de estas neuronas (Pape, 1996).

[h también regula el ritmo de disparo en diferentes neuronas que tienen actividad
espontanea, como las neuronas de la oliva inferior del tallo encefdlico (Bal y
McCormick, 1997), las interneuronas del stratum oriens del hipocampo (Maccaferri y
McBain, 1996) y las neuronas gabaérgicas del globo pélido (Chan y col., 2004). Sin
embargo hay otras neuronas con actividad espontanea donde Ih no contribuye

significativamente al control de la actividad de disparo ritmica, como en las neuronas del
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nucleo respiratorio del tallo encefalico que controlan el ritmo respiratorio (Mironov y

col., 2000) o las neuronas cerebelares del Purkinje (Raman y Bean, 1999).

célula del nodo sinoatrial neurona relevo del talamo
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Figura 4: rol de Ih como corriente marcapaso. A, potenciales de accion de Ca*" en un
miocito del nodo sinoatrial del corazén. B, potenciales de accion Na”/K"™ en una neurona
relevo taldmica. En ambos casos la activacién de Ih durante la fase de hiperpolarizacion
produce una despolarizacion que activa canales de Ca®" (It) que llevan a disparar los
potenciales de accién. Durante el potencial de accién Ih se deactiva y la corriente de Ca**
(It) se inactiva produciendo una hiperpolarizacién que reinicia el ciclo. [tomado de
Robinson y Siegelbaum 2003]

Control del potencial de reposo

[h puede contribuir activamente al mantenimiento del potencial de reposo ya que
generalmente el rango activacion de [h se superpone con el del potenciales de reposo en
la mayoria de las células (-50mV a -70mV). En distintas preparaciones, el uso de
bloqueantes como Cs™ o agentes bradicardicos selectivos indujo hiperpolarizaciéon y
aumento de la resistencia de entrada sugiriendo que la activacion parcial pero constante
de Th mantiene el potencial de reposo en valores més despolarizados (Spain y col., 1987;
McCormick y Pape, 1990b; Maccaferri y col., 1993; Pape, 1994; Travagli y Gillis, 1994;
Zidichouski y Jhamandas, 1999; Funahashi y col., 2003; Doan y col., 2004). Ih también
puede activarse frente a estimulos hiperpolarizantes pronunciados, como los que se
observan luego de rafagas de potenciales postsindpticos inhibitorios, llevando el

potencial de membrana a valores mas positivos.



Regulacion de la excitabilidad

En una célula que no posee conductancias activadas por voltaje, el cambio de
potencial de membrana en respuesta a la inyeccion de un pulso rectangular de corriente
se desarrolla con un curso temporal de tipo exponencial gobernado por las propiedades
pasivas de la membrana (lineas discontinuas de la figura 5). Si la célula expresa canales
HCN que se encuentran parcialmente activos en el potencial de reposo, la activaciéon o
deactivacion de Th por un pulso hiperpolarizante o despolarizante distorsionara los
cambios de potencial pasivos porque se modifica la resistencia de membrana y la
constante de tiempo a medida que los canales se abren o se cierran. Como se mencioné
anteriormente cuando el pulso es hiperpolarizante la activaciéon de Th provoca un sag
despolarizante. Al se cierre del pulso, como la membrana tomé un potencial mas
despolarizado por el sag, se produce un overshot o despolarizacion pospotencial (DAP)
(figura 5, trazo rojo). Si el pulso es despolarizante Th se deactiva (estaba parcialmente
activada al potencial de reposo) y produce un sag hiperpolarizante. Al cierre del pulso
despolarizante, Th se vuelve a activar produciendo un undershot o hiperpolarizacion
pospotencial (AHP) debido a que el sag hiperpolarizante fij6 un potencial menor, y
porque durante la deactivacion de [h la membrana adquirié una resistencia mayor (por el
propio cierre de canales HCN) que produce una mayor deflexiéon de potencial para el

mismo pulso.
AHP, DAP e Ih en neuronas

Las DAP y las AHP son despolarizaciones o hiperpolarizaciones del
potencial de membrana que pueden tener lugar en células excitables luego del disparo de
potenciales de accion, y regulan la excitabilidad de la célula por periodos de unos pocos
milisegundos a varios segundos (Hille, 2001). La DAP clésica, observada luego de un
potencial de accion, despolariza la membrana por varios milisegundos durante los cuales
la célula se hace mas excitable y aumenta la chance de disparar nuevos potenciales de
accion. Este fenémeno es generalmente mediado por corrientes de Ca*" pero, como se
explico anteriormente, puede también estar mediado por [h (Pape, 1996). El DAP
generado por la activacion de Th puede contribuir a alcanzar el umbral de disparo de
potenciales de accion al activar canales de Ca’" de bajo umbral, como se reportd en

neuronas del nucleo supraquiasmatico (Akasu y col., 1993). El DAP inducido por [h
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también puede aumentar la frecuencia de disparo al inicio de un pulso despolarizante en

neuronas piramidales de la ldmina V (Spain y col., 1991).

100

pulsos de
corriente [pA]
o

potencial de

membrana [mV)]

Figura 5: la activacion o deactivacion de Ih produce AHPs o DAPs. Esquema
hipotético de como [h puede contribuir a la formacién de pospotenciales. Los pulsos de
corriente (trazos superiores) hiperpolarizante (rojo) o despolarizante (azul) provocan la
activacion o deactivacion de [h que se encontraba parcialmente activada en el potencial de
reposo. El cambio en el estado de activacién de Th en uno u otro sentido provoca un sag
(trazos inferiores). Al término del pulso hiperpolarizante se produce una despolarizacion
pospotencial (DAP) (rojo). Al término de pulso despolarizante se produce una
hiperpolarizaciéon pospotencial (AHP) (azul). Las lineas entrecortadas son la respuesta
pasiva de la membrana (si no hubiese corrientes activadas por voltaje) [tomado y
modificado de Robinson y Siegelbaum 2003].

La AHP clésica es aquella que se debe a la hiperpolarizaciéon que ocurre por
entrada de K', inducida por Ca®’, con posterioridad a la descarga de uno o mas
potenciales de accion (MacDermott y Weight, 1982). Sin embargo los canales que
median la AHP en neuronas piramidales de hipocampo y corteza cerebral no estan
totalmente identificados (Villalobos y col, 2004; Gu 'y col, 2005).
Fenomenologicamente las AHP se han clasificado en tres tipos, segin su duracion:
rapida (1-5ms), media (50-200ms) y larga (>1s) (Sah y Faber, 2002). La AHP rapida
(AHPf) se puede observar luego de un potencial de accidn, participa en su repolarizacién
y esta mediada por canales K¢, dependientes del voltaje de gran conductancia (BK). La

AHP lenta (AHPs) se produce luego de un tren de potenciales de accidon y también es
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dependiente de Ca** extracelular, aunque los canales que median la corriente no estin
identificados (Sah y Faber, 2002; Bond y col., 2004; Villalobos y col., 2004). La AHPs
participa en la adaptacion de la frecuencia de disparo y puede ser modulada por
noradrenalina, acetilcolina, serotonina y otros neurotransmisores. La AHP media
(AHPm) en general también es dependiente de Ca®" extracelular y se ha reportado que
estaria mediada por canales K¢, de baja conductancia independientes del voltaje (SK)
tanto en neuronas piramidales de la region CAl del hipocampo como de la neocorteza
(Stocker y col., 1999; Bond y col., 2004; Villalobos y col., 2004). Sin embargo otros
grupos reportaron que en neuronas piramidales CAl la AHPm puede ser independiente
del Ca®" extracelular y estaria mediada por la corriente de K inhibida por muscarina, [y,
o Ih (Storm, 1989; Maccaferri y col., 1993). En estas células la AHPm, a diferencia de la
répida y la lenta, no se comporta como una conductancia pura de K* ya que muchas
veces su amplitud no se reduce a potenciales cercanos al Ek sino que permanece
constante. La AHPm a potenciales hiperpolarizados no pudo ser bloqueada por TEA,
Cd2+, o bloqueantes selectivos de canales K¢, pero si por Cs" extracelular indicando la
participacion de Th. En estos trabajos se sugiere que h contribuye principalmente a la
fase de repolarizacion de la AHP. En las neuronas piramidales de la lamina V de corteza
somatosensorial de gato Crill y colaboradores realizaron una descripcion
electrofisiologica de Th (Spain y col.,, 1987) y modelaron matematicamente sus
parametros para determinar su participacion en la excitabilidad (Schwindt y col., 1988).
Mediante estos modelos predijeron que [h determinaba el curso temporal la fase de
repolarizacion de la AHPm, especialmente a potenciales hiperpolarizados donde Ih esta
mas activada. También se observé la contribucion de Th al AHPm en neuronas talamo-
corticales (McCormick y Pape, 1990b), donde se observé que tanto Th como la AHPm se

inhibieron con Cs extracelular.

Integracion sindptica

Mediante registros de patch-clamp en configuracion cell-attached realizados a lo
largo del eje somatodendritico de células piramidales CA1 del hipocampo se demostrd
que la densidad de Th aumentaba en la dendrita apical al alejarse del soma (Magee,
1998). En la corteza somatosensorial de roedores se obtuvieron resultados similares

(Williams y Stuart, 2000; Berger y col., 2001). La densidad de corriente observada en el
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soma fue baja (3pA/um?), pero aumentaba en forma lineal con la distancia sobre la
dendrita apical hasta los 350um a aproximadamente 9pA cada 100um (Williams y
Stuart, 2000). En registros realizados en la dendrita apical hasta los 800pum del soma se
observo que la densidad de corriente aumenta exponencialmente a partir de los 400pum,
llegando a 40pA/pm2 (Berger y col., 2001), unas 13 veces mas que el soma. La alta
densidad de canales HNC1 en dendritas lejanas de las neuronas piramidales también se

observ6 mediante técnicas inmunohistoquimicas (Lorincz y col., 2002).
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Figura 6: efecto de los bloqueantes de Th sobre la duracién de los EPSP A, EPSP
registrados en el soma de una NPLV de corteza somatosensorial (izquierda), evocados en
la dendrita apical a distintas del soma en condiciones control (O) o en presencia del
bloqueante de [h ZD7288 (@). El bloqueo de [h aument6 el ancho medio de los EPSP
especialmente los provenientes de dendritas mas lejanas. [tomado de Williams y Stuart
2000]. B, trenes de EPSP evocados en dendritas cercanas o en dendritas lejanas de
neuronas piramidales de la regiéon CA1l de hipocampo. Los registros en el soma en
condiciones control (arriba) o con ZD7288 (abajo) muestran que el bloqueo de Th provocé
una mayor sumacion temporal en los EPSP provenientes de las descritas lejanas. [tomado
de Magee 1999].

Magee (1999) describi6 que la alta densidad de canales HCN dendriticos activos
en el potencial de reposo regula el curso temporal de los potenciales postsinapticos
excitatorios (EPSP), contrarrestando el ensanchamiento producido por filtrado en el drbol
dendritico. De acuerdo a la teoria de cable, los EPSP provenientes de dendritas lejanas
llegarian al soma con un curso temporal mas lento que los provenientes de la region
proximal. Sin embargo, cuando se midieron en condiciones normales los EPSP
provenientes de diferentes localizaciones de dendriticas de neuronas piramidales, se

encontré que no habia diferencias de curso temporal (figura 6A, O). Este efecto se
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denomina normalizacién temporal de los EPSP respecto de la localizacion, y se demostrd
mediante el empleo de dos inhibidores de Ih, Cs™ (Magee, 1998) o ZD7288 (Magee,
1999; Williams y Stuart, 2000). Los EPSP provenientes de dendritas lejanas medidos en
el soma en presencia de estos bloqueantes tuvieron una mayor duracion que los
originados en dendritas cercanas (figura 6A, @), por lo tanto [h en condiciones normales
reduciria la duracion de los EPSP. Como consecuencia de esto, el ensanchamiento de los
EPSP en presencia de bloqueantes de Th produce una mayor sumacién temporal cuando
son evocados a alta frecuencia (figura 6B). De esta forma Th reduciria la ventana de
tiempo en la cual deben coincidir los potenciales sindpticos distales para alcanzar el
umbral necesario para evocar potenciales regenerativos en las dendritas (Schiller y col.,
1997). Este fenémeno se explica porque la presencia de un gradiente de densidad de Th
del soma a las dendritas cambia las propiedades intrinsecas de este compartimiento
celular, generando una conductancia de fuga que reduce la constante de tiempo y acelera
el decaimiento de los EPSP. La duracion de los EPSP seria suficiente para provocar la
deactivacion de [h, que semeja la activacion de una “corriente” saliente que reduce la
duracién media de los EPSP en un grado tal que contrarresta el filtrado por efecto cable
de las dendritas (Magee, 2000).

Es posible que otros potenciales transmitidos por el arbol dendritico también se
vean regulados por esta presencia asimétrica de canales HCN en las neuronas
piramidales. Un ejemplo de ello serian los potenciales de accion originados en el soma y
propagados hacia el arbol dendritico (BAP). Sin embargo el efecto de Th sobre los BAP
practicamente no ha sido estudiado, solo se reporté que al bloquear Th con Cs’
extracelular los potenciales de accion que llegan a las dendritas se ensanchan levemente

(Magee, 1998).
Plasticidad sinaptica

Se ha demostrado la presencia de [h en terminales presinapticos de células Basket
del cerebelo (Southan y col., 2000), el Calyx de Held (Cuttle y col., 2001) y la la unién
neuromuscular del crayfish (Beaumont y Zucker, 2000), sugiriendo que jugaria un rol en
la transmision sinaptica, aunque hasta el momento las evidencias son contradictorias.

En la unién neuromuscular del crayfish la facilitacion de largo plazo en respuesta
a serotonina depende del aumento en la produccion de AMPc. Zucker y colaboradores

describieron la presencia de [h en terminales axdnicos motores de crayfish y mostraron
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que la serotonina puede regular Th via la producciéon de AMPc (Beaumont y Zucker,
2000). Esta modulacion de Th provoca un aumento de la facilitacion sindptica sensible a
Cs™ 6 ZD7288. Ademés, la activacion de Ih independiente de serotonina también produce
facilitacion. Aunque Th es necesaria para la facilitacién sinaptica de largo plazo en
crayfish, los bloqueantes de la polimerizacién de actina la previenen, abriendo la
posibilidad para una interaccion entre [h y el citoesqueleto (Beaumont y col., 2002).

En el hipocampo, en las sinapsis que hacen las fibras musgosas (del inglés mossy
fibers) sobre las neuronas piramidales de la region CA3, se puede inducir LTP
dependiente de AMPc. Algunos estudios sugieren que esta LTP estaria mediada por Ih,
dado que no pudo ser inducida en presencia de los bloqueantes organicos ZD7288 o DK-
AH (Mellor y col., 2002; Huang y Hsu, 2003). Sin embargo estos resultados fueron muy
cuestionados posteriormente debido a que estos bloqueantes producirian una inhibicion
de la transmisién sindptica en forma independiente del bloqueo de Th (Chevaleyre y
Castillo, 2002), probablemente bloqueando directamente los receptores de glutamato

postsinapticos (Chen, 2004).

Los canales de K* inward rectifier (Kir)

Los canales de K tipo inward rectifier (Kir) son una familia dentro de la
superfamilia de canales de K™y hasta el momento se conocen 7 subtipos.

Los Kirl (ROMK) muestran rectificacion leve y se expresan en riiién y cerebro.
Participan del transporte de K transepitelial en rifién. Los canales Kir2 son los mas
representativos de la familia y se han clonado 4 subtipos. Todos presentan una marcada
rectificacion entrante y poseen varios sitios de fosforilacion citoplasmaticos. Estos se
expresan ubicuamente en corazon y cerebro donde participan del control del potencial de
reposo y la excitabilidad. Los canales del tipo Kir3 también presentan una fuerte
rectificacion pero son activados directamente por proteinas G y median respuestas a
neurotransmisores y hormonas en cerebro, corazén y células secretorias. Se conocen 4
subunidades de Kir3. Los canales Kir6 o Karp son canales regulados por ATP y se
asocian a la subunidad regulatoria SUR (receptor de sulfonilurea). Estos canales son
importantes en la secrecion de insulina, en la respuesta a la isquemia cerebral y cardiaca,
y en el control del tono del musculo liso vascular. El rol fisiol6gico de los canales Kir4,
Kir5 y Kir7 no ha sido descripto. Tampoco esté claro atn si los canales Kir4 constituyen

una subfamilia de los Kirl o se trata de un grupo independiente. Los canales Kir7 tienen
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propiedades bastante diferentes al resto de los miembros de esta familia, como por
ejemplo un baja conductancia, baja sensibilidad al Ba®* y baja dependencia del K
(Nichols, 1997; Coetzee y col., 1999; Reinmann, 1999).

Los genes que codifican para canales Kir fueron clonados previamente a los HCN
(Kubo y col., 1993). A diferencia de otros miembros de la superfamilia de canales de K*
cada subunidad consiste de dos segmentos transmembrana que para formar un canal
funcional se asociarian en un tetramero. En el poro conservan la secuencia distintiva de
los canales de K*, GYG. Se sabe que la dependencia del voltaje de los canales Kir no es
intrinseca de su estructura ya que no posee un dominio sensor de voltaje. La rectificacion
entrante observada en Ikir es subyacente a algunos cationes intracelulares como Mg>" y
poliaminas ya que son estos los que bloquean el poro del canal a potenciales
despolarizados evitando la salida de iones K'. Se cree que las poliaminas actuarian como
un dominio de inactivacion del canal de una manera andloga al modelo de la bola y la
cadena propuesto para canales de K activados por despolarizacién (Bichet y col., 2003).

Las corrientes mediadas por estos canales (Ikir) poseen un rango de activacion
similar a Th pero se diferencia en varios aspectos, biofisicos y farmacoldgicos. Ikir tiene
una cinética de activaciéon muy répida, en el orden de los varios milisegundos, aunque
también puede presentar un componente mas lento. Esta es una corriente mediada
exclusivamente por iones K° por lo que su potencial de reversién se encuentra
normalmente entre los -80 y -100mV y su activaciéon aumenta significativamente a
potenciales negativos al potencial de reversién del K*. Su rango de voltajes de activacion
depende de la concentracion de extracelular K™ de acuerdo a lo esperado por los cambios
en el potencial de reversion del K'. Farmacolégicamente, pueden ser inhibidos
selectivamente por bajas concentraciones de Ba®", pero también son sensibles al Cs™ y

TEA aplicados al medio extracelular (Coetzee y col., 1999).
LA PROPAGACION RETROGRADA DE POTENCIALES DE ACCION

En las neuronas piramidales el sitio principal de iniciacion de los potenciales de
accion esta localizado en el cono axdnico, una regiéon del axén muy cercana al soma.
Luego de su generacion los potenciales de accion pueden propagarse activamente, no
solo a lo largo del axo6n, sino también a lo largo de las dendritas, en un fenémeno
llamado retropropagacion (backpropagating action potentials 6 BAP) (Stuart y col.,

1997) (figura 7A). A diferencia del axén, en donde la propagacion es totalmente
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regenerativa, en las dendritas de las células piramidales el avance de un BAP es
parcialmente regenerativo. En ausencia de canales dependientes de voltaje el grado de
penetracion de los BAP en el arbol dendritico dependeria exclusivamente de propiedades
pasivas tales como resistencia de membrana, capacitancia de membrana y resistencia
axial. En esas condiciones, la amplitud de un potencial propagado por las dendritas
decaeria rdpidamente y su curso temporal se ensancharia, de acuerdo a las propiedades
de cable (Rall, 1967). La morfologia del arbol dendritico también influye sobre los BAP,
por ejemplo reduciendo la probabilidad de propagarse exitosamente en los puntos de
ramificacion (Spruston y col., 1995). Sin embargo las dendritas no son por lo general
estructuras pasivas en términos de propagacion y generacion de sefiales sino que poseen
canales dependientes del voltaje que pueden moldear el curso temporal de los potenciales
transmitidos (Magee, 2000). Los principales responsables de la propagacion regenerativa
de los BAP son los canales de Na" dependientes de voltaje (Stuart y col., 1997). Esto se

demostré registrando en células que poseen distintas densidades de canales de Na" en sus

dendritas.
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Figura 7: La propagacion retrégrada de potenciales de accién. A, registros en
multiples sitios de una misma neurona permitieron estudiar con precision la propagacion
de los potenciales de accion en distintos compartimientos celulares. Se puede ver
temporalmente que el potencial de accién se inicia en el axén luego llega al soma y
finalmente a la dendrita, este ultimo atenuado. B, amplitud de los BAP en funcion de la
distancia del soma en varios tipos de neuronas. [tomado de Stuart y col. 1997]

En células piramidales, donde la dendrita apical posee alta densidad de canales de
Na", la aplicaciéon de TTX reduce la amplitud de los BAP (Stuart y Sakmann, 1994),
mientras que en neuronas del Purkinje que tienen baja densidad de canales de Na', la

aplicacion de TTX no tiene efecto sobre los BAP (Stuart y Hausser, 1994), mostrando
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que la penetracion de los BAP varia de acuerdo a los niveles de expresion de canales de
Na“ (figura 7B). Otras conductancias presentes en dendritas pueden influenciar la
propagacion de BAP y EPSP, por ejemplo la activacion de canales de K™ dendriticos que
reducen la efectividad de la propagacion. Inclusive la propia frecuencia y numero de
potenciales de accion disparados incrementan la penetracion de los BAP en dendritas

(Larkum y col., 1999b).
Implicancias fisiologicas de los BAP

El estudio de los BAP se profundizé a partir del desarrollo de técnicas para el
registro electrofisiolégico en procesos neuronales pequefios que permitieron medir en
forma directa y simultdneamente el potencial propagado en varios puntos del arbol
dendritico (Stuart y col., 1993) (figura 7A). Actualmente existen otras técnicas que
permiten monitorear cambios en el potencial de membrana utilizando colorantes
fluorescentes. Los colorantes sensibles al voltaje son una forma muy directa de medir los
cambios de potencial pero son poco utilizados debido a su baja relacion sefial/ruido y alta
toxicidad. Otra desventaja en el empleo de estos colorantes es que como estan asociados
a membranas a veces no tienen una distribuciéon celular uniforme. Los colorantes
sensibles a cambios en la concentracién de Ca’* han sido los maés utilizados para
monitorear la propagaciéon de potenciales de accion. Los indicadores fluorescentes de
Ca’" tienen la ventaja de proveer una alta relacion sefial/ruido, probablemente mayor que
cualquier otro indicador fluorescente, pero no poseen la resolucion temporal de los
colorantes sensibles a voltaje y solo proporcionan una medicion indirecta de la
despolarizacion ya que miden la entrada de Ca’" a través de los canales activados por el
potencial de accion. De modo tal que las mediciones van a estar influenciadas por el tipo
y la distribucion de los canales de Ca®*" dependientes del voltaje, la liberacién de los
reservorios intracelulares y la entrada de Ca®>" por receptores ionotropicos. Por lo tanto la
calibracion de la sefial de Ca®" en funcién de la despolarizacion es practicamente
imposible (Waters y col., 2005). Estos problemas son particularmente importantes en las
dendritas lejanas donde la ausencia de sefial puede deberse a que el BAP no llegé o no
alcanzé el umbral de los canales de Ca®*, a que no hay canales de Ca®* o que la sefial es
muy baja en estructuras muy pequeiias.

El hecho que los BAP se produzcan activamente en algunos tipos de neuronas y

no en otros sugiere que podrian ser funcionalmente importantes en aquellas donde se
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presenten. Se cree que los BAP funcionarian como una sefial retrograda que indicaria al
arbol dendritico la actividad neuronal en la via axoénica de salida. En las neuronas
piramidales de la ldmina V existe un sitio de iniciacién de potenciales regenerativos de
Ca’" en la dendritas apicales lejanas (Schiller y col., 1997). Estos potenciales de accion
calcicos pueden iniciar rafagas de potenciales de accién somaticos (de Na") (Larkum y
col., 1999a). Los BAP pueden constituir un mecanismo de interaccion entre los dos
sitios de iniciacion de potenciales de accion ya que la llegada de los BAP al sitio de
iniciaciéon dendritico en coincidencia con EPSP facilita la formacion de potenciales
regenerativos de Ca’" y estos a su vez repercuten en el sitio de iniciacién somatico. Este
mecanismo es conocido como BAC firing (back-propagation activated calcium spike
firing) (Larkum y col., 1999a). Los trenes de BAP pueden evocar potenciales
regenerativos de Ca®" dendriticos, independientemente del la actividad sinaptica, si son
inducidos a la frecuencia adecuada (Larkum y col., 1999b). Cada neurona posee una
frecuencia critica a partir de la cual los trenes de BAP son propagados mads
eficientemente y llegan al umbral del sitio de iniciaciéon dendritico. El hecho de que la
generacion de potenciales dendriticos no dependa de la amplitud de los BAP, sino de la
frecuencia, indica que lo mds importante es el tiempo de despolarizaciéon, mas que la
amplitud (Larkum y col., 1999b). La frecuencia critica es muy variable entre distintas
neuronas y se encuentra entre 60 y 100Hz, aunque puede llegar a ser de 200Hz. En
neuronas piramidales de corteza somatosensorial se encontrd que la presencia de Th hace
necesaria una mayor frecuencia critica para evocar potenciales de accion de Ca’ en la
dendrita apical (Berger y col., 2003), ya que la aplicacién de ZD7288 reduce la
frecuencia critica al 68% del control. Debajo de esta frecuencia los BAP también inducen
un aumento del Ca*" intracelular, pero solo en el tramo cercano de las dendritas. Este
aumento no se debe a la actividad regenerativa de las dendritas sino a la activacion de
canales de Ca®" durante la despolarizacién provocada por los BAP (Spruston y col.,
1995; Larkum y col., 1999b).

Se cree que los BAP estarian involucrados en los cambios de largo plazo de la
eficacia sinaptica. El efecto del los BAP sobre la plasticidad sindptica depende de la
coincidencia de eventos de la pre- y postsindpsis en una ventana de tiempo estrecha de
algunos milisegundos. Dependiendo del orden preciso de ocurrencia de los EPSP
presinapticos y los BAP postsinapticos, la eficacia de esas sinapsis puede aumentar o
disminuir produciendo los fenomenos de LTP o LTD (Markram y col., 1997; Bi y Poo,
1998; Linden, 1999). En general el LTP depende del aumento del Ca’" postsinaptico a
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través de receptores NMDA. Esto sugiere que los BAP podrian contribuir a la
despolarizacién necesaria para la liberacion del bloqueo de los receptores NMDA por
Mg2+. A favor de esta hipotesis se ha descripto que en espinas dendriticas se produce un
aumento no lineal de la entrada de Ca** inducido por la coincidencia de EPSP y BAP en
células CA1 de hipocampo (Yuste y Denk, 1995) y en neuronas corticales de la ldmina V
(Koester y Sakmann, 1998).

Otra potencial funcién de los BAP involucra el aumento transitorio del Ca®>" y la
liberacion de neurotransmisores en las dendritas. Este mecanismo actuaria en
interneuronas de la corteza cerebral donde los BAP pueden provocar la liberacion de
GABA sobre las terminales axénicas de las células piramidales (Zilberter y col., 1999;
Kaiser y col., 2001). En neuronas piramidales existen evidencias de que los BAP podrian
controlar la liberacion de glutamato o canabinol de sus dendritas (Zilberter, 2000;

Sjostrom y col., 2003).



OBJETIVOS



OBJETIVOS

General:

Estudiar las corrientes activadas por hiperpolarizacion en las neuronas piramidales de la

lamina V de la CPF.

Particulares:

1. Separar y describir las distintas corrientes activadas por hiperpolarizacion presentes en

este tipo neuronal.

2. Analizar sus propiedades farmacoldgicas y biofisicas.

3. Investigar su influencia sobre la excitabilidad neuronal y sus posibles roles

fisiologicos.



MATERIALES Y METODOS



Se utilizaron ratones de la cepa exocriada CF1 de 15 a 20 dias de edad. Todos los
animales fueron provistos por el bioterio central de la FCEyN (UBA) salvo los utilizados
en los experimentos de imagenes de Ca®" que fueron obtenidos de laboratorios Jackson
(USA). Los ratones fueron anestesiados con Metofano o Halotano y sacrificados por
decapitacion en el momento de la diseccion. Cada animal tuvo un trato humanitario

haciendo todo lo posible para minimizar el stress y el dolor.
Tipo de registros electrofisiologicos realizados

Se realizaron registros intracelulares de neuronas piramidales de la lamina V
(NPLV) de la corteza prefrontal medial (CPFm) en rebanadas agudas de 300um de
espesor, mediante la técnica de patch-clamp somético en su configuracién de célula
entera (Edwards y col., 1989). Esta técnica de consiste en medir y controlar los cambios
de corriente y voltaje a través de un solo electrodo o pipeta de patch, ya sea en modo
fijacion de voltaje (voltage-clamp) o fijacién de corriente (current-clamp). Presenta una
serie de ventajas y desventajas respecto de los registros con dos microelectrodos. Las dos
principales ventajas son que al ser una sola pipeta se pueden registrar células pequeiias, y
en forma estable con bajos niveles de ruido. La principal desventaja es que induce
errores de medicion debidos a la resistencia del electrodo, porque debe censar y controlar
las dos variables, corriente y voltaje. Sin embargo se pueden tomar algunos recaudos
para minimizar esta resistencia y cuidar de que sea constante para que los errores no
varien durante el registro. Ademas esta técnica facilita el registro de células en rebanadas
de cerebro, un sistema en el que las neuronas conservan su organizacion y parte de sus
neuritas y conexiones intercelulares. Las rebanadas agudas de cerebro son un sistema
intermedio entre los limitados y fragiles registros in vivo, y los realizados en células

disociadas o en cultivo que tienen que ser sometidas a tratamientos mucho mas drésticos.
Determinacion del drea de registro

La CPFm de roedores se subdivide en cinco regiones, el area frontal 2 (Fr2), el

area cingulada dorsal anterior (ACd), el 4rea cingulada ventral anterior (ACv), el area
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prelimbica (PL) y el area infralimbica (IL) (Uylings y col., 2003). En la figura 8 se
muestra el diagrama de un corte coronal de la CPF (Franklin, 1996) y un corte coronal
equivalente en ratones CF1 de 18 dias indicando el 4rea en que se realizaron registros
electrofisiologicos. Se registraron neuronas ubicadas en las dreas Fr2, ACd, PL e IL
indistintamente. Estas dreas estan asociadas con funciones caracteristicas de la corteza
dorsolateral de primates (Uylings y col., 2003). El area ACv, también considerada parte
de la CPF, esta situada mas caudal y no se encuentra dentro del 4rea de registros.

Los ratones utilizados en el trabajo son de una cepa y una edad distintas a los
utilizados en el atlas de referencia (Franklin, 1996). La cepa CF1 que se utilizé en este
trabajo es una de las de mayor tamafio, mientras que la C57BL/J6, usada en el atlas de
referencia, es de tamafio medio. Por lo tanto, para determinar la region tridimensional del
cerebro donde se encuentran los somas de las NPLV de las regiones de interés, fue
necesario ajustar las dimensiones obtenidas del atlas a las de los cortes de cerebro de los
ratones utilizados. Para ello se compararon los esquemas y las imagenes del atlas con las

areas de interés de los cortes realizados en dos ratones CF1 de 18 dias.

Figura 8: rebanada coronal de la CPFm con el esquema de una seccién homéloga del
atlas. A, esquema indicando la anatomia de la corteza prefrontal medial (CPFm) en un
corte coronal de ratones C57BL/J6 adultos ubicado a 1,58mm del polo frontal. [tomado y
modificado de Paxinos y Franklin 2001]. Fr2, area frontal 2; ACd, area cingulada dorsal
anterior; PL, area prelimbica; IL, area infralimbica. B, fotografia de un corte coronal del
l6bulo frontal de un ratén CF1 de 18 dias revelado con tincién de Nissl ubicado a 1,4mm
del polo frontal correspondiente al diagrama de la figura A. Los recuadros indican el 4rea
de registros, donde se localizan los somas de las neuronas piramidales de la lamina V.
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Las secciones coronales utilizadas en este estudio fueron las que incluyen el area
PL, que segun el atlas de cerebro de ratén (Franklin, 1996) se halla entre 2,96 y 1,42mm
del bregma. Se utilizé6 como punto de referencia la distancia desde el polo frontal en vez
del bregma, ya que este es el punto de referencia durante la obtencion de los cortes en el
vibratomo. De acuerdo al atlas el polo frontal se ubica a 3,56mm del bregma, por lo tanto
las secciones que incluirian el area PL se ubican entre los 0,6 y 2,14mm desde el polo
frontal.

Con el objetivo de determinar la regidn equivalente en ratones CF1 jovenes, se
realizaron cortes coronales seriados de 100um de espesor del 16bulo frontal de 2 ratones
de 18 dias. Los cortes se tifieron con violeta de cresilo (tincion de Nissl), la misma
coloracion utilizada en el atlas de referencia. Por comparacién se determind que las
secciones coronales con las dreas de interés en ratones CF1 de 18 dias estan

aproximadamente entre los 0,3 y 1,8mm del polo frontal (figura 9).

1.8 mm
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Figura 9: cortes utilizados para registros y sus diagramas equivalentes. A,
fotografias representativas de cortes coronales las regiones de la CPFm utilizadas para
registrar, desde la regién mas anterior (izquierda) hasta la mas posterior (derecha) con sus
distancias desde el polo frontal. B, diagramas equivalentes a los cortes mostrados en A
con sus distancias del polo frontal [tomado y modificado de Paxinos y Franklin, 2001].
Los recuadros son las areas de registro. MO: corteza orbital medial, PL, corteza
prelimbica, FrA: corteza frontal asociativa, M1: corteza motora primaria, ACd: corteza
cingular anterior, Fr2: drea frontal 2, DP: corteza dorsal peduncular.



La extension de la region del cerebro de ratones CF1 que contiene las dreas de
registro coincidié con las obtenidas a partir del atlas de ratones C57BL/J6 adultos
(1,5mm en ambas cepas). En principio se esperaba que esta region sea menor en los
ratones utilizados en este trabajo, pero el mayor tamafio de los ratones de la cepa CF1
estaria compensando la diferencia debido a la edad entre ambas cepas de ratones.

Esta seccion de 1,5mm, en teoria permite obtener hasta 5 rebanadas de 300um de espesor
por cada cerebro. Sin embargo, solo 3 6 4 rebanadas se encontraban en condiciones de
ser usadas ya que generalmente la primera y la segunda rebanada no tenian células

aceptables para registrar (ver obtencion de las rebanadas).

Tincion de Nissl

La coloracién con violeta de cresilo denominada tinciéon de Nissl permite
visualizar los cuerpos celulares de color violeta oscuro y el resto del tejido incoloro o
claro. Esta tincion fue la usada en el atlas de cerebro de raton que sirvié de referencia
para analizar los cortes utilizados en este trabajo.

Los cerebros de dos ratones CF1 de 18 dias fueron fijados en formalina por 24hs.
El l6bulo frontal de cada uno fue cortado en secciones coronales seriadas de 100 um
usando el mismo vibratomo (Vibratome 1000 plus) que se utilizé para obtener las
rebanadas agudas de cerebro para registrar. Luego los cortes fueron montados en
portaobjetos con gelatina 1% (Sigma-Aldrich) y secados a temperatura ambiente durante
24hs. Una vez secos y adheridos al portaobjetos se los hidraté en inmersiones sucesivas
en alcohol 100% (10min), alcohol 95% (5min), alcohol 70% (5min), alcohol 50% (5min)
y dos veces en agua destilada (Smin). Por ultimo se los tifidé con una solucién de violeta
de cresilo 0,1% de 30 a 60s hasta obtener la intensidad de coloracion deseada. Los cortes
se enjuagaron en agua destilada y luego se deshidrataron en pasos sucesivos de alcohol
50% (5min), alcohol 70% (5min), alcohol 95% (Smin), dos veces en alcohol 100%
(5min) y dos veces en xileno (5Smin). Finalmente fueron montados en balsamo de Canada
(Permount, Fisher Scientific) y secados a temperatura ambiente durante 48 a 72hs. Por
ultimo las rebanadas de cerebro se observaron al microscopio y se digitalizaron las

imégenes (figura 8 y 9).
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Obtencion de rebanadas de cerebro para registros electrofisiolégicos

Se disecd rapidamente el cerebro entero de un ratén anestesiado y decapitado y se
colocé en una solucién salina, buffer bicarbonato de corte (BBS: NaCl 125mM, KCI
2,5mM, CaCl, 0,5mM, MgCl, 2,5mM, NaH,PO4 1,25mM, NaHCO; 26mM y glucosa
10mM), a 0°C y equilibrado con carbégeno (CO, 5%/0O; 95%). Este buffer a diferencia
del utilizado para los registros tiene menor relacién (Ca2+0,5/Mg2+2,5). Este
procedimiento se realizé en menos de lmin desde el momento del sacrificio para
minimizar el dafio celular por hipoxia. Aproximadamente 1min después de la diseccion,
una vez que el cerebro se enfrid, se realizé6 manualmente un corte coronal del tercio
anterior de la neocorteza con el que se separd el lo6bulo frontal, obteniéndose una

piramide cuyo vértice es el polo frontal (figura 10).

Figura 10: diseccion del 16bulo frontal. Izquierda, diagrama de un cerebro de raton
donde se sefiala el plano de corte. Derecha, fotografia de la diseccion del l6bulo frontal.

Esta piramide se adhirio a la platina de inmersion del vibratomo (Vibratome 1000
plus, St. Louis, USA) con un pegamento a base de cianocrilato (La Gotita, Poxipol).
Inmediatamente se cubrié con BBS de corte carbo-oxigenado y se realizaron cortes
coronales de 300 um, desde los 300 pm a los 1800 um tomando como referencia el polo
frontal.

Las rebanadas se transfirieron de un recipiente que contenia BBS normal
(Ca2+2/Mg2+1) con burbujeo constante de carbégeno a temperatura ambiente (20-23°C) y

se incubaron en este recipiente por al menos 90min. (figura 11A). Durante este tiempo de
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recuperacion muchas de las células dafiadas de forma irreversible mueren y no se ven
posteriormente en el microscopio facilitando la vision de las neuronas saludables. Luego
cada rebanada se coloca en la camara de registro del microscopio donde quedan
sumergidas en BBS normal carbo-oxigenado circulando por gravedad a una velocidad de

1-2ml/min durante todo el curso del experimento (figura 11B y C).

A Gaseado con carbégeno

Vaso precipitado 100 mi

Red de sostén

Marco acrilico Pipeta de patch
B Objetivo de inmersion

Hemradura de contencién

Rebanada de cerebro
Cubre objetos de vidrio

X ’ Holder para la Pipeta de patch
E///‘ Platina antivibratoria

Camarita de registros

Figura 11: diagrama del dispositivo de incubacion y la cAmara de registros. A, vaso
de incubacién donde las rebanadas se mantuvieron hasta el momento del registro. By C,
izquierda: camara de registros montada en un microscopio directo con objetivo de
inmersion. Derecha: detalle de la rebanada sostenida con una herradura con hilos de nylon
y una pipeta de patch. [tomado y modificado de “Single channel recording”, Sakmann y
Neher 1995].

Como se menciond arriba, generalmente en la primera y la segunda rebanada no
se encuentran células saludables para realizar los registros. Esto puede deberse a que
corresponden a la parte més distante de la base de la piramide de tejido que se pegé en el
vibratomo, y por lo tanto esa parte es menos resistentes al avance de la cuchilla. A
medida que avanza la cuchilla provoca la torsiéon del tejido obteniéndose un corte
desparejo (figura 12A). Otra causa podria ser la orientacion radial de las dendritas
apicales de las neuronas piramidales. La dendrita apical de estas neuronas es
perpendicular a la superficie de manera que a medida que los somas se encuentran mas
cerca del polo frontal, las dendritas se orientan cada vez mas transversales a la direccion
de corte. El resultado es que la dendrita apicai de las neuronas de las rebanadas mas
frontales resultan dafiadas porque se les corta una parte importante de la dendrita apical

(figura 12B).
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Figura 12: inconvenientes en la obtencion de las rebanadas mas frontales. La primera
y la segunda rebanada cortadas en el vibratomo en general tuvieron menor cantidad de
neuronas piramidales para registrar por dos motivos: A, la parte mas frontal de tejido es la
mas susceptible a la deformacion por la cuchilla produciendo cortes desparejos y dafiando
las neuronas cercanas a la superficie. B, la orientacion radial de las dendritas apicales
lleva a que sean seccionadas en los cortes mas préximos al polo frontal.

Identificacion morfolégica de las NPLV

La gran variedad de tipos celulares presentes en la neocorteza y su ubicacion
dispersa dentro de las ldminas hizo necesario implementar criterios de identificacion
morfolégicos y electrofisiologicos, para poder caracterizar las neuronas de interés en

forma inequivoca.

Videomicroscopia infrarroja con contraste de interferencia diferencial

El microscopio directo Axioscope FS (Carl Zeiss, Alemania), estd provisto de un
objetivo 63x de inmersién en agua, con Optica de contraste de interferencia diferencial
(DIC) y una camara de video con deteccién en el espectro infrarrojo (Newvicom,
Hamamatsu Photonics, Japan). Este sistema de video-microscopia infrarroja permite
tener una buena visualizacion de los somas neuronales y sus prolongaciones cercanas, lo
que facilita la identificacion de las neuronas y las maniobras de acercamiento necesarias
para establecer los registros (figura 13). Esto redunda en una mayor eficiencia del
establecimiento y mantenimiento de los registros de las neuronas en rodajas de tejido
(Stuart y col., 1993).

Neuronas piramidales grandes similares a las observadas en la lamina V también
pueden encontrarse en las laminas III y VI. Estas dos laminas son identificadas mas
facilmente que la lamina V. La ldmina III se reconoce porque en ella se encuentran las

primeras neuronas piramidales grandes que se ven cuando se recorre la rebanada desde la
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pia mater hacia las laminas profundas. La lamina V de la corteza frontal de roedores se
halla debajo de la IIT ya que los roedores carecen de lamina IV. Sin embargo, como en
rebanadas agudas de corteza no es posible observar un limite preciso entre las laminas III
y V, se identifico la ldmina V por la proximidad con la lamina VI, la que si puede ser
identificada y diferenciada de la ldmina V. La lamina VI se reconoce porque limita por el
lado interno con estructuras subcorticales como el cuerpo estriado y la sustancia blanca y
porque posee un gran numero de células multiformes. Las neuronas piramidales de la

lamina V son las que estan lindantes a las células multiformes de la lamina VI.
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Figura 13: Sistema de video-microscopia IR-DIC. A, esquema del sistema de video-
microscopia infrarroja (IR) con Optica de contraste de interferencia diferencial (DIC). B,
Neurona piramidal fotografiada con este sistema. [tomado y modificado de *Single
channel recording”, Sakmann y Neher 1995]

Las células seleccionadas e identificadas mediante el procedimiento descripto se
caracterizan por tener un soma piramidal grande localizado en la ldamina V y una porcion
visible de la dendrita apical orientada hacia la superficie medial que separa los
hemisferios. Sus somas tienen apariencia redondeada sin perder la forma piramidal.
Presentan una superficie homogénea y un contorno suave sin demasiado contraste. Se
descartaron neuronas hinchadas, con mucho contraste, con superficies irregulares, con un

nucleo visible, vacuoladas o que no tuvieran forma piramidal.
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Marcacion con Neurobiotina

Con el objetivo de confirmar la eficiencia en la eleccién de las células se
confirmé la morfologia de 20 neuronas con una marcacion con Neurobiotina. La
Neurobiotina (Vector Laboratories, Burlingame, USA) se agregé en la solucion de pipeta
a una concentracion entre 0,15 y 0,2%. Se la dejé difundir al menos 30min al interior de
la célula durante el curso de los registros electrofisiologicos. Una vez terminado el
experimento se retir6 la pipeta suavemente tratando de no dafar la célula y se incubd la
rebanada durante 2hs en formalina (Fisher Scientific) a temperatura ambiente para fijar el
tejido. Por ultimo la rodaja de tejido se lavé exhaustivamente con PBS (pH 7,3) y se
guardé en un vial a 4°C hasta el momento del revelado.

La rebanada de cerebro previamente fijada se incub6é con H,O, 3% en PBS
durante una hora para bloquear la actividad de la peroxidasa enddégena. El agua
oxigenada se lavo con abundante KPBS (PBS con K") y se la incub6 la rodaja con tritén
X-100 0,4% (Sigma-Aldrich) por 2hs para permeabilizarla. El detergente se enjuagd con
KPBS y se incub6 la rebanada de cerebro con el complejo avidina-biotina-peroxidasa
(ABC Vectastain, Vector Laboratories) por dos horas. Luego de varios lavados con
KPBS se revel6 con diaminobencidina 0,05% (Sigma-Aldrich) y H>O, 0,003% en KPBS.
Una vez alcanzada la intensidad de color adecuada, controlada en el microscopio, los
cortes se montaron en un porta objetos con gelatina 1% y se secaron a temperatura
ambiente durante 1 o 2 dias. Luego fueron pasados por alcohol 95% (5 min.), alcohol
100% (2 x 5 min.) y xileno (2 x Smin) para finalmente cubrirlos con balsamo de Canada
(Permount, Fisher Scientific) y un cubreobjetos. Los preparados se secaron a temperatura

ambiente para su observacion al microscopio.

Establecimiento y adquisicion de los registros electrofisiologicos

Para aproximarse hasta las neuronas dentro del tejido se utiliz6 la técnica de blow
and seal (soplar y sellar). Esta técnica consiste en atravesar el tejido directamente con la
pipeta, bajando de a poco con un micromanipulador hasta alcanzar la célula blanco, y
mientras se sostiene una presion interna positiva que evita que se tape (figura 14A). Una
vez que la pipeta esta sobre la membrana celular se libera la presion positiva y se ejerce
una suave succion que provoca presion interna negativa mientras se monitorea la

formacion del sello (figura 14 B y C). La presion negativa facilita la invaginacion de la
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membrana celular en la punta de la pipeta y la formacién del sello de alta resistencia que
debe llegar a ser de al menos 1 GQ. Una vez establecido el sello se dan uno o mas pulsos
de succion cortos para romper la membrana que quedé dentro de la pipeta y pasar a la
configuracion célula entera en la cual se realizaron todos los registros (Figura 14 C). En
esta configuracion la pipeta tiene continuidad eléctrica y espacial con el interior de la
célula lo que permite que en pocos minutos la solucién de pipeta reemplaza al citoplasma

por difusion.

A C
presion
mﬁﬁﬂ +0
_j*m'r—‘j—["'
19
5 t
succion " HA rlu
% y X g
B [ Py

Figura 14: establecimiento de los registros. A, esquema donde se muestra la pipeta
atravesando el tejido mientras se aplica presion en su interior. B, la pipeta alcanza la
neurona elegida para registrar, se libera la presion y se aplica una ligera succion hasta
obtener un sello de alta resistencia. C, cambios de presion en la pipeta durante el ingreso a
la rebanada, el contacto con la célula y la formacion del sello. La flecha indica la succion
corta y fuerte para acceder al interior de la célula (break-in). D, arriba: monitoreo de la
resistencia del sello mediante la aplicacion de pequefios pulsos de voltaje, usualmente 5 a
50Hz. Nétese que los cambios de amplitud de la corriente ocurren en paralelo con
cambios de presion. Abajo: ampliacién de pulsos de monitoreo, cuando la pipeta estd en la
solucion (izquierda) y una vez que se accedio a la configuracion célula entera (derecha).
La amplitud del pulso indica la resistencia y la forma la configuracion. [tomado y
modificado de “Single channel recording”, Sakmann y Neher 1995].

Las pipetas de registro se obtuvieron a partir de vidrios capilares de borosilicato
de 1,5mm diametro externo y 1,12mm diametro interno (WPI, New Haven, USA). Los
capilares se estiraron en un puller (Sutter P-30, Novato, USA) en el momento del
experimento. Las pipetas utilizadas tuvieron una resistencia medida en el BBS de entre 2
y 4MQ. Antes de establecer cada registro se llevo a cero el potencial de punta (offser).

Los valores de potencial de membrana no fueron corregidos por el potencial de juntura
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(junction potential) que se estimé en -13mV con las soluciones utilizadas. Una vez
establecida la configuracién célula entera se estimo el valor de resistencia en serie (Rs)
que tipicamente estuvo entre 20 y 30 MQ y puede inducir a errores en los experimentos
de fijacion de voltaje. La Rs fue compensada entre un 60-70% solo en los experimentos
indicados (propiedades biofisicas de Th). El error inducido por la Rs depende de la
corriente registrada mediante la ley de Ohm. Si se toman valores medios aproximados se
puede tener una idea del error de la fijacion de voltaje. Para una Rs de 25MQ
compensada un 70% y una corriente total de 600pA el error teérico de la fijacion de
voltaje es de 4,5mV. Esta estimacion es valida en la region efectivamente controlada, es
decir el soma y las dendritas cercanas, y se puede incrementar con corrientes y
resistencia en serie mayores, o ser inferior si estas variables son menores. En los
experimentos que no se compensé la Rs (debido a lo inestable de esta compensacion) el
error puede llegar a ser de hasta 20mV, pero es esos casos lo importante es que el valor
de Rs no cambie durante el transcurso del experimento para que afecte a los controles y
tratamientos de igual forma. Los registros en los que Rs cambié mas de un 20% respecto
del valor inicial no fueron incluidos en el anélisis.

La sefial analdgica (corriente o voltaje) fue tomada mediante un amplificador
Axopatch 200B (Axon Instruments, Foster City, USA) a la maxima ganancia posible.
Los datos se digitalizaron on line mediante un conversor A/D (Digidata 1200, Axon
Instruments), a 4KHz para el modo fijacion de voltaje (voltage-clamp) o 10KHz en los
registros realizados en modo fijacion de corriente (current-clamp). La sefial fue filtrada a
2kHz en fijacion de voltaje o SkHz cuando se trabajo en el de modo fijacién de corriente,
con el filtro interno pasabajos del amplificador. También se utilizé6 un filtro digital
(eliminador de ruidos Hum Bug) para filtrar interferencias de 5S0Hz y sus arménicos.

Los protocolos de estimulo y adquisicion de datos fueron controlados mediante el
programa Clampex 8.0 (Axon Instruments). Los datos se analizaron luego del
experimento con los programas Clampfit 8.0 (Axon Instruments) y GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA) y en cada experimento se indica el test
estadistico utilizado. Los resultados se presentan como el valor promedio * el error

estandar.



Imagenes funcionales de Ca™

Para estimular la entrada de Ca”* en las neuronas se evocé un tren de potenciales
de accién en modo de fijacién de corriente mediante la aplicacion de 3 a 6 pulsos de
corriente despolarizante supraumbral (3ms de duracién cada uno a una frecuencia de
50Hz). Se control6 que cada pulso haya generado un solo potencial de accién. Esto
provocé un aumento de la concentracion de Ca®* en el soma y la dendrita apical
principalmente mediado por canales de Ca>" dependientes de voltaje, cuyo cambio se
midié utilizando un colorante.

El equipamiento para los experimentos de iméagenes de Ca®>" en simultineo con
registros electrofisiologicos somdticos fue similar al utilizado para los registros
convencionales, con el agregado de los modulos necesarios para la toma de imagenes y
la tarjeta de adquisicion. Las sefiales eléctricas fueron adquiridas con una interfase ITC-
18 (Instrutech Corporation, Port Washington, USA) a 10kHz y filtradas a SkHz. Las
imagenes se digitalizaron mediante una cdmara CCD enfriada Quantix-EEV57 (Roper
Scientific, Tuckson, USA). Los colorantes fluorescentes se excitaron utilizando un
monocromador (Polychrome-II, TILL Photonics, Pleasanton, USA) conectado al
microscopio con un fibra dptica. La toma de imagenes se sincroniz6 con la estimulacion
y adquisiciéon de registros electrofisiologicos mediante el programa no comercial
TIWorkbench (cortesia del Dr. Takafumi Inoe, Universidad e Tokio, Jap6n) utilizando
una Macintosh G3 (Apple). Los datos se analizaron luego del experimento con
TIWorkbench, Igor Pro (Wavemetrics Inc., Oregon, USA) y GraphPad Prism.

Para detectar los cambios en la concentracién de Ca* intracelular [Ca*" ]; se
utilizo el colorante Oregon Green 488 BAPTA-1 (OGB-1, Invitrogen Molecular Probes,
Carlsbad, USA). El colorante se agreg6 a la solucion de pipeta normal a una
concentracion de 100uM. El OGB-1 pertenece a la familia de colorantes intesiométricos
de longitud de onda larga. A diferencia de los colorantes ratiométricos como el Fura-2,
los colorantes intensiométricos aumentan la intensidad de fluorescencia sin cambios
importantes de la longitud de onda, lo que facilita técnicamente la medicién. Por otro
lado estos colorantes aumentan significativamente la sensibilidad del sistema ya que
poseen una mayor relacion sefial-ruido. El OBG-1 tiene las ventajas adicionales de que
su longitud de onda de excitacion es menos absorbida por el tejido por lo que resulta

menos dafiado, y que el espectro de emisidon no se superpone con la autofluorescencia
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normal del tejido. Una vez obtenido el acceso al interior celular, se esperd entre 20 y
30min para que el colorante difunda y llegue a una concentracién constante en las
regiones donde se tomaron imagenes (ROIs, region of interest). Los ROIs se en ubicaron
el soma y en una o dos posiciones de la dendrita apical proximal. La neurona se
posicion6 de forma que cada imagen incluyd una parte del soma y la mayor parte posible
de la dendrita apical. Sin embargo normalmente la dendrita apical no pudo ser observada
mas alla de 150um debido a que se interna més profundamente en la rebanada. E1 OGB-
1 se excitd a 490 £ 12nm con el monocromador y se detect6 la emisién >530nM con la
camara CCD. Para reducir el tiempo de lectura de cada imagen, dentro del campo visual
de la camara se definié un subcampo mas pequefio de aproximadamente 200 por 400
pixeles que contenia el soma y una parte de la dendrita apical de la neurona. El tamaiio
exacto de este subcampo dependié en cada caso de la posicién de la neurona y de la
extension de la parte visible su dendrita apical. La frecuencia de adquisicion de imégenes
fue de entre 25 y 35Hz y quedd determinada autométicamente por dos variables fijadas
en cada caso, el tiempo de exposicion de cada toma y el tamafio del subcampo
mencionado arriba. El tiempo de exposicion fue de 20 a 40ms y cada pelicula const6 de
40 a 80 tomas. Tanto el tiempo de exposiciéon como el nimero de tomas se minimizaron
para reducir el fotoblanqueado y el dafio celular. De esta forma, si en una célula fue
necesario aumentar el tiempo de exposicion por toma (por ejemplo para mejorar la sefial
de fluorescencia), entonces se redujo el numero de tomas para que el tiempo total de de
exposicion de la pelicula no sea mayor a 2s. Como cada experimento consta de no mas
de 10 peliculas, el tiempo total de exposicion de una célula no superd los 20s. Con este
tiempo de exposicion durante un experimento no se detectd fotoblanqueado significativo.
La vida media de este colorante expuesto a exitacién continua es de 73s, mas de tres
veces mayor que es tiempo maximo de exposicion durante estos experimentos. La
fluorescencia de fondo del tejido fue substraida colocando un ROI en un érea de tejido
donde no hubiera procesos neuronales visibles.

Los cambios de [Ca®]; se expresaron como el cambio de fluorescencia (SF), una medida
adimensional que depende de [Ca®]; y se calculé con la siguiente formula:

OF = %(F — Fpasal) /Foasal

donde F—Fpasa (AF) representa el cambio de fluorescencia respecto de Fpaal (la
fluorescencia basal) durante los milisegundos previos al estimulo. La dependencia entre

[Ca®*]; y OF en colorantes intensiométricos es lineal si la [Ca®* ]; es mucho menor que el
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Kd del indicador, sino seria sublineal (Maravall y col., 2000). El Kd del OGB-1 en
células Hela es aproximadamente 400nM (Thomas y col., 2000), un valor que esta dentro
del rango fisiolégico de [Ca®]; evocado en neuronas piramidales por BAP (Schiller y
col., 1995), por lo tanto en las condiciones de este trabajo la dependencia entre [Ca2+ liy
OF seria sublineal. No se realizaron las calibraciones necesarias para obtener una
estimacion de [Ca®]; porque son complejas de realizar en rebanadas y no es importante
conocerla para el objetivo de estos experimentos. Otro factor que puede distorsionar la
fluorescencia observada respecto de los cambios de Ca*" es la compartimentalizacion
subcelular del colorante. Sin embargo el OGB-1 no presenta compartimentalizacion
subcelular importante salvo en el nicleo, y tanto su rango dindmico como su Kd, son
similares en nicleo y en el citoplasma (Thomas y col., 2000), por lo tanto la dependencia

de 8F con [Ca’']; en los distintos compartimientos celulares seria la misma.
Soluciones y drogas

Durante todos los experimentos, diseccion, corte, mantenimiento y registro, las
rebanadas de tejido se mantuvieron en solucién salina de buffer bicarbonato (BBS)
saturado en gas carbogeno (02 95%/CO; 5%). El gaseado con carbégeno asegura la
oxigenacion del tejido y mantiene el pH a 7,4. El BBS normal, con el cual se mantienen
las rebanadas y se realizan los registros, tuvo la siguiente composicion: NaCl 125mM,
KCl 2,5mM, CaCl; 2mM, MgCl, 1mM, NaH,PO4 1,25mM, NaHCO3 26mM y glucosa
10mM. Este tiene una osmolaridad de 290 a 300mOsm controlada ocasionalmente. El
BBS de corte tuvo una composicion similar al normal pero con en una menor relacion
Ca**/Mg*": NaCl 125mM, KCI 2,5mM, CaCl, 0,5mM, MgCl, 2,5mM, NaH,PO,
1,25mM, NaHCO; 26mM y glucosa 10mM. Durante los registros electrofisiologicos el
BBS normal tiene adicionados Bicuculina 10uM y CNQX 10uM para bloquear la
actividad sinaptica de receptores GABA, y de glutamato tipo AMPA/Kainato. Segun se
indica en cada experimento se agregdé al BBS algunas de las siguientes drogas:
tetraetilamonio (TEA) 10mM para bloquear canales de K* tipo delayed rectifier; 4-
aminopiridina (4-AP) 2mM para bloquear canales de K™ tipo A; cloruro de bario (BaCl,
6 Ba’") para bloquear canales de K* tipo inwardly rectifying (Ikir); cloruro de cadmio
(CdCl, 6 Cd*") 100uM y cloruro de niquel (NiCl, o Ni*") para bloquear canales de Ca®*

y tetrodotoxina (TTX) 1uM para bloquear canales de Na® dependientes de voltaje.
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Cuando el agregado de drogas osmoéticamente activas excede de 3mM, la osmolaridad
fue compensada reduciendo una cantidad equimolar el NaCl.

En los experimentos que combinan deteccion de imagenes fluorescentes de Ca**
y registros electrofisiolégicos el BBS contenia los bloqueantes CNQX 10uM,
Picrotoxina (PTX) 50mM para bloquear canales GABA ionotropicos y 4cido
aminofosfovalérico (APV) 20uM para bloquear canales NMDA.

La solucién de pipeta (o intracelular) normal tiene la siguiente composicion: K-
gluconato 120mM, KCl 20, HEPES 10mM, EGTA 0,1mM, MgCl, 2mM, Na;ATP 3mM,
NaGTP 0,3mM y Nap-creatina fosfato 10mM. Se ajusté el pH a 7.3 con KOH. La
osmolaridad fue de 280-290mOsm controlada cada vez que se prepard. La solucion de
pipeta se preparé cada seis meses y se guardé alicuotada a -70°C. En algunos
experimentos se utilizo una solucién sin creatina fosfato, precursor para la sintesis de
ATP. En las células utilizadas para ver morfologia se agreg6 a la solucién de pipeta

neurobiotina 0,15-0,2%.
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Identificacion de las NPLV

Morfologia

Las neuronas a registrar se ubicaron y eligieron visualmente mediante video-
microscopia infrarroja con contraste de interferencia diferencial segin el criterio
explicado en materiales y métodos. Se tuvo en cuenta la ubicacién, tamafio y forma del
soma y la orientacién de la dendrita apical en la rebanada de tejido. La morfologia de
veinte neuronas se confirmd post-registro revelando las neuronas registradas con el
marcador neurobiotina. Todas las neuronas tuvieron la forma y ubicacion de las NPLV,

similares a la que se muestra en la figura 15A.

Figura 15: neurona piramidal de la limina V revelada con neurobiotina. A, Neurona
piramidal de la corteza prefrontal de raton marcada con neurobiotina. Se distinguen el
soma piramidal y la dendrita apical prominente apuntando a la pia que se ramifica en la
lamina 1. B, Diagrama de una seccion coronal de corteza prefrontal de ratén. El recuadro
de linea llena indica la ubicacion de la neurona marcada con neurobiotina de B. El
recuadro de la linea entrecortada muestra el area de registros. [esquema tomado y
modificado de Franklin y Paxinos 2001].
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Propiedades de disparo de potenciales de accion

Las NPLV también se identificaron de acuerdo a las caracteristicas del patron de
disparo de potenciales de accion. Para evocar un tren de potenciales de accidn, a cada
neurona se le aplicé un pulso de corriente rectangular supraumbral de 1 seg de duracion.
Las neuronas analizadas dispararon espigas luego de la aplicacion de pulsos de entre 40 y
100pA de amplitud. La amplitud del pulso se ajust en cada neurona con el criterio de

obtener entre 5 y 10 potenciales de accion para poder distinguir el patrén de disparo.

RS IB

s

0.3s

Omv

M FS

Figura 16: Patrones de disparo encontrados en la corteza prefrontal. Neuronas
piramdales: neurona de disparo regular (RS), neurona de disparo en rafagas (IB), neurona
intermedia (IM). FS, neurona de disparo rdpido correspondiente a una de las dos
interneuronas gabaérgicas encontradas pero no utilizadas en este trabajo.

Las neuronas registradas se agruparon tres grupos segun las caracteristicas del
patron de disparo: RS, IB e IM (Yang y col., 1996). Se clasificaron 59 neuronas de un
total de aproximadamente 300 neuronas registradas y se observo que el 39% eran de
disparo regular (RS), el 43% correspondié a neuronas de disparo en rafaga (IB) y el 18%
a intermedias (IM) (figura 16). Durante el desarrollo de este trabajo se encontraron dos

neuronas con un patréon de disparo correspondiente a interneuronas gabaérgicas de
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disparo rapido (FS) (figura 16). El cuarto tipo de NPLV descripto anteriormente, ROB,
no fue observado durante este trabajo.

No se encontraron diferencias en el potencial de membrana en reposo (Vr), en la
resistencia de membrana (Rm) ni la capacitancia de membrana (Cm) entre los subtipos
de neuronas piramidales. Todas las neuronas fueron agrupadas obteniéndose los

siguientes valores: Vr: -63.3 £ 0.5 mV, Rm 232 + I5MOhm y Cm 115 + 15pF (n=59).

Las NPLV poseen al menos dos tipos de corrientes activadas por hiperpolarizacion

Se analizo la presencia de corrientes activadas por hiperpolarizacién en las NPLV
utilizando dos protocolos experimentales distintos, uno de fijacién de corriente y otro de

fijacion de voltaje.

Registros en modo fijacion de corriente

Mediante registros de fijacion de corriente se registro el potencial de membrana
de las neuronas piramidales en condiciones de reposo o durante la aplicacion de pulsos
de corriente despolarizantes e hiperpolarizantes y se observd el patrén de disparo y la
presencia de sag. En la figura 17A se ilustran superpuestas las respuestas de una neurona
a 7 pulsos de 2s de duracién cada uno aplicados a intervalos de 10s. El primer pulso tuvo
una amplitud de -200pA incrementdndose los siguientes en S0pA hasta superar el umbral
de disparo (100pA en este ejemplo). Con pulsos hiperpolarizantes se evidencid en casi
todas las neuronas la presencia de un sag, caracteristico de las células que poseen la
corriente catiénica activada por hiperpolarizacion Th (figura 17A). Los pulsos
despolarizantes se aplicaron simplemente para determinar el patréon de disparo de
potenciales de accion. Durante los pulsos subumbrales (hiper- y despolarizantes) se
midi6 el potencial de membrana, a dos tiempos distintos correspondientes al pico (H) y
en el estado estacionario (A). Los valores obtenidos se graficaron en funcion de la
amplitud del pulso de corriente aplicado obteniéndose la relacion voltaje-corriente (V-I)
(figura 17B). La diferencia entre ambas curvas se debe a la desviacion de la linealidad

(es decir una respuesta no 6hmica) del potencial de membrana debido al sag.
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Figura 17. Las neuronas piramidales poseen dos componente de la corriente activada
por hiperpolarizacién, rapido y lento. A, registros en modo fijacién de corriente donde
se observan los cambios del potencial de membrana de una neurona en respuesta a una
serie de pulsos de corriente hiperpolarizante y despolarizante. Protocolo de estimulacion:
se pasaron 7 pulsos de corriente consecutivos a intervalos de 10s, de -200pA a +100pA de
amplitud con incrementos de a SOpA y una duracién de 2s (trazos inferiores). B, relaciéon
voltaje-corriente (V-I) tomada a los tiempos indicados con lineas discontinuas de los
pulsos subumbrales de la figura A. La diferencia entre ambas curvas (Asag) denota la
rectificacion entrante y se debe a la activacion de Th. C, registros en modo fijacion de
voltaje donde se observan las corrientes activadas por hiperpolarizacién evocadas en una
neurona por pulsos hiperpolarizantes de voltaje. Protocolo de estimulacion: se aplicaron 8
escalones de voltaje consecutivos a intervalos de 10s, de -50mV a -120mV de amplitud
con incrementos de -10mV y una duracién de 2s (trazos inferiores). D, corriente activada
por un pulso hiperpolarizante donde se indican como se midieron los distintos
componentes de la corriente, el inicial (lini), el componente lento (Ih) y la corriente de
cola (Ic). En el recuadro se muestra un detalle del punto tomado como Iini luego del
transitorio capacitivo, tomado como el comienzo de la activacién de Th. E, relaciones
corriente-voltaje (I-V) de [h (O), Ic (OJ) e lini (&) calculados de la figura C.
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Registros en modo fijacion de voltaje

Para estudiar en forma directa las corrientes de membrana activadas por
hiperpolarizacién se realizaron experimentos utilizando protocolos de fijacion de voltaje.
La figura 17C ilustra los registros superpuestos de las respuestas de corriente (arriba)
evocadas por los pulsos de voltaje (abajo). Las neuronas se mantuvieron a -50mV, un
potencial al cual Th no se encontraria activa. A este potencial las NPLV tampoco
disparan potenciales de accidon. A partir de -50mV se aplicaron 8 pulsos de voltaje
hiperpolarizantes de amplitud creciente (en valor absoluto) cada 10s. Cada pulso tuvo
una duracion de 2s después de los cuales el potencial se regres6 a -50mV. Los pulsos se
incrementaron en -10mV cada uno de manera que el dltimo llevo el potencial de
membrana a -120mV, un valor al cual Th se encontraria totalmente activada. En la figura
17D se muestra la corriente total evocada por un pulso hiperpolarizante (-110mV)
perteneciente a la serie 17C. Se observa que la corriente activada por hiperpolarizacion
presenta dos componentes: uno rapido inicial y uno de activacion lenta posterior. El
componente inicial (Iini) se midié después del transitorio capacitivo, entre 10ms y 40ms
de aplicado el pulso (ver recuadro). El transitorio capacitivo esta presente en todos los
registros ya que solo pudo ser compensado parcialmente a través del control electronico
del amplificador. La amplitud del componente de activacion lenta se calculé como Iee -
lini y presenta las caracteristicas de [h: corriente entrante de activacion lenta que no
muestra inactivacién. También se puede observar una corriente de cola (Ic), que presenta
una relajacion lenta que corresponderia al cierre de los canales que median Th.

Para la mayor parte de este trabajo solo se utilizaron células cuyo componente
activado por hiperpolarizacion lento (Ih) fue mayor de 100pA, salvo donde la seccion
que se indicé expresamente lo contrario. Esto se cumpli6 incluso en aquellas células que
fueron registradas en modo fijaciéon de corriente porque cuando presentaban un sag
pequefio se comprobd que tuvieran [h >100pA en modo fijacion de voltaje.

Al graficar la amplitud de estas corrientes en funcion del valor del pulso de
voltaje que les dio origen se obtienen las relaciones corriente-voltaje (I-V). En la figura
17E se muestran las relaciones I-V obtenidas para Ih, Ic e lini las cuales fueron
calculadas a partir de la serie de corrientes evocadas por pulsos hiperpolarizantes que se
muestran en la figura 17C. En la curva I-V de Ih (O, figura izquierda) se puede ver que
la amplitud tiene una dependencia del potencial que pudo ajustarse a una curva

sigmoidea (ecuacion de Boltzman). La relacion I-V de Ic ([J, centro) presenta forma
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sigmoidea mas marcada y también ajusta a esta ecuacion. Ic sera utilizada mas adelante
para estudiar la dependencia del voltaje de Th. En la relacion I-V calculada para Iini (O,
derecha) se puede ver una dependencia del voltaje diferente. La amplitud de lini no
tiende a un valor maximo, sino que a la inversa tiende a aumentar mas a potenciales mas
hiperpolarizados. Se puede ver un aumento de la pendiente aproximadamente a -90mV.
Debido a que la pendiente de las relaciones I-V representa la conductancia, entonces este
cambio indica la activacién de una corriente dependiente del voltaje. Este cambio de
conductancia del componente rdpido a potenciales hiperpolarizados cercanos al
potencial de reversién del K™ (teéricamente -100mV, ver abajo), indicaria la activaciéon
de Ikir, la corriente mediada por canales de K" tipo inwardly rectifying. Como Ikir posee
una activacion rapida, su amplitud no pudo ser estimada directamente a partir de los
registros, pues se superpone con la corriente de fuga y el transitorio capacitivo del inicio
del pulso. Por lo tanto para estimar la amplitud de Ikir se recurrié a experimentos de

bloqueo con Ba*".
Ikir es parte del componente riapido de la corriente activada por hiperpolarizacion

Con el objetivo de confirmar la presencia de Ikir en las NPLV se recurrié a
aplicaciones del i6n Ba*" (BaCl,) en el medio extracelular que, como se mencioné en la
introduccién, a concentraciones del orden micromolar es un potente y selectivo
bloqueante de Ikir. En algunas preparaciones donde se estudié el rol de Ih, el Ba** fue
utilizado a concentraciones mas altas (0,5-2mM) para asegurar el bloqueo de Ikir, sin que
por esto Ih se vea afectada (Mercuri y col., 1995; Gasparini y DiFrancesco, 1999;
Funahashi y col., 2003). En otros trabajos la aplicacién de concentraciones altas de Ba**
también tuvieron un efecto inhibitorio sobre Th, como se reportd en motoneuronas
(Takahashi, 1990; Bayliss y col., 1994) y recientemente en neuronas piramidales de la
region CA1 del hipocampo (van Welie y col., 2005) donde se expresan las subunidades
HCNI y HCN2 como en la corteza cerebral. Por este motivo fue necesario establecer en
esta preparacion las concentraciones de Ba®* capaces de bloquear selectivamente Ikir sin
inhibir de Ih.

Con este objetivo se evalud la sensibilidad de Ih e Ikir a distintas concentraciones
de Ba®" a través de sus curvas I-V. En la figura 18A y 18B se muestra el efecto cuatro

concentraciones Ba>" (50uM, 200uM, 500uM e 1000uM) sobre las relaciones I-V de Tini
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e [h en 28 células bafiadas en BBS conteniendo CNQX 10uM, Bicuculina 10uM y TTX
1uM para bloquear potenciales sindpticos y potenciales de accion. Las curvas [-V se
presentan normalizadas al valor del control, obtenido a -120mV. Para cada una de las
células estudiadas se realiz6 una curva [-V control entre los 5 y 10min posteriores al
establecimiento del registro, luego se aplicd Ba** a la concentracién indicada durante
10min y se realiz6 otra curva. Los controles de cada corriente se agruparon en una misma
curva y las amplitudes de las corrientes de los tratamientos se contrastaron contra las del
control para cada pulso de voltaje, utilizando ANOVA de una via y en caso encontrarse
una diferencia significativa el postest de Dunnett para comparar todos los tratamientos

con el control.
Ikir se evidencia por su bloqueo a bajas concentraciones Ba’*

La aplicacién de Ba>* 50uM provocé una reduccion significativa de la amplitud
de Iini para los pulsos de -110 y -120mV llevando la corriente al 84% + 6% y 82% +
6%, respectivamente (p < 0,05 en ambos casos). Esta inhibicién de lini con una
concentracion baja de Ba®* en este rango de voltajes indica sin dudas el bloqueo de
canales Kir. Ademas se puede ver que el Ba** 50uM linealiza la curva [-V de lini (figura
18A, O), como se espera si se bloquearan canales Kir. Como se desconoce el grado de
bloqueo de Ikir que se logrd con esta concentracion de Ba’* se probaron concentraciones
mayores, aunque se sabe que estas también podrian inhibir otras corrientes de K*, como
la corriente de fuga, Ik (Coetzee y col., 1999; Day y col., 2005). A concentraciones
mayores de Ba’" se observé una reduccién significativa de la amplitud de Iini en casi
todo el rango de voltaje (-70 a -120mV) sugiriendo que también se produciria una
inhibicién sobre la Ik La amplitud de Iini en presencia de Ba** 200uM fue un 67.9%
+ 3.8% (para el pulso de -120mV) y un 75% + 4% (para el pulso de -90mV) de la
amplitud de Iini en el control. lini se redujo también en presencia de Ba** 500uM en todo
el rango de voltajes, llevando la corriente al 58,2% + 7,7% en el pulso de -120mV y al
64,8% + 5,5% con el pulso de -90mV, respecto del control. La aplicacién de Ba** 1mM
no aumento significativamente el bloqueo obtenido con 500uM indicando que se alcanzo
el bloqueo méaximo.

La reduccion de lini provocada por concentraciones medias y altas de Ba®’, en

todo el rango de potenciales, indica que ademés de Ikir se inhibieron corrientes

56



Resultados

independientes del voltaje como las corrientes de fuga de K™ Kjea. Consistentemente con
estos resultados recientemente se reportd que las NPLV de la CPF de ratén expresan
ARNm de canales responsables de Ikir (Kir2.2 y Kir2.3) e Ikex (KCNK3 yKCNKO9)
(Day y col., 2005).
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Figura 18: Efecto de varias concentraciones de Ba’* sobre Ih e lini. Curvas [-V
normalizadas para [ini (A) e [h (B) calculadas a partir de las corrientes activadas por 8
pulsos hiperpolarizantes como en la figura 17C. Se registraron 28 neuronas antes (M,
control) y durante la aplicacién de cuatro concentraciones de Ba®: 50uM (O, n=6),
200uM (O, n=14), 500uM (O, n=5) y 1000uM (O, n=3). A, nétese que Ba>* 50uM
lineariza la curva reduciendo los valores de lini a -120mV y -110mV (*: p<0,05). Para
concentraciones mayores la reduccién de lini en significativa entre -120mV y -80mV
(p<0,01). B, el Ba’" tiene efecto sore Ih a partir de 500uM a -120mV (*: p<0,05). No se
muestra la curva de Ba®* 50uM para simplificar el grafico. C, curva concentracion-
respuesta de lini a -120mV tomado de la figura A. La inhibicién por Ba®" se ajust6 a una
ecuacion sigmoidea (ICso de 113,3 £ 2,4uM). La linea discontinua indica el valor de lini
al cual tiende la curva para concentraciones altas de Ba’* (50,4%).

Para estimar la sensibilidad de estas corrientes (Ikir e Ikjea) al Ba>* se construy6
una curva de inhibicidn de Iini por Ba’" para el pulso de -120mV, y se ajust6 el grafico a

una funcién sigmoidea (figura 18C):



Resultados

[ = Imin + (Imax - Imin)/(1 + 10A(Log ICs - Log[Ba**]))

donde Imax es el 100% medido en ausencia de Ba>" e Imin es el valor al que tiende la
corriente para altas concentraciones de Ba*". Imin, indicado en linea discontinua, fue del
50,4% indicando que aproximadamente la mitad de la lini observada en NPLV serian
corrientes de K sensible a Ba?*. A partir de esta ecuacion se calcul6 una ICso de 113,3 +
2,4uM. EL valor obtenido de ICsy es uno o dos 6rdenes de magnitud mayor que el
descripto sobre Ikir sola en varias preparaciones (Ransom y Sontheimer, 1995; Schram y
col., 2003), por lo tanto se puede interpretar como una evidencia de la inhibicion de Ikjeax
que presentan ICs al Ba®** mayores que Ikir (Coetzee y col., 1999).

Como los canales Kir2 son rectificadores fuertes se espera que su contribucién
sea mas importante a partir del potencial de reversién del K (Hille, 2001). El potencial
de equilibrio de un i6n se obtiene de la ecuacion de Nerst.

Ex = RT/F In [K']/[K"]e.
Reemplazando los valores para las concentraciones de K™ utilizadas, y suponiendo una
temperatura ambiente de 25°C se obtiene:

Ex =25mV In [2,5]/[140] =-100,6 mV
Este valor coincide bastante bien con el potencial al cual aumenté la conductancia
(pendiente) de la corriente Iini en ausencia de Ba** (figura 17Ey 18A W)

A partir de estos experimentos se desprende que las NPLV poseen Ikir e Ikjeak. Si
bien Ik €s mas probable que contribuya a potenciales cercanos al reposo (ubicado

entre -60 y -70mV) es posible que Ikir también contribuya en un grado menor.
Ih es sensible a concentraciones altas de Ba®*

Las curvas [-V de Th no se vieron afectadas con la aplicaciéon de concentraciones
bajas de Ba®" (50uM y 200uM, figura 18B). Sin embargo, a concentraciones mayores se
produjo una reducciéon moderada de la amplitud de la Th. Si bien la inhibicién resultd
significativa solo a -120mV (se redujo Ih al 70% = 3%, p<0,05), parece haber una
tendencia similar para todo el rango de voltaje. En base a estos resultados se decidid
utilizar Ba®* 200uM en los experimentos expuestos en las siguientes secciones, ya que
seria suficiente para inhibir Ikir sin afectar [h.

En la figura 19A se ilustra una familia de registros de fijacion de voltaje

representativa mostrando el efecto de Ba®* 200uM sobre las corrientes activadas por
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hiperpolarizacion en una neurona bafiada en BBS sin bloqueantes adicionales. A partir de
estas corrientes se calcularon las curvas [-V para lini (figura 19B izquierda, cuadrados) e
Ih (figura 19B derecha, circulos) obtenidas a los tiempos indicados con linea discontinua.
Se observa que la aplicacién de Ba®* 200uM extracelular redujo la amplitud de Iini sin
afectar Ih. En esta neurona en particular la reduccion de [ini se produjo solo a potenciales
hiperpolarizados, pero como se mostr6 en las curvas I-V promedio de la figura 18, en
general para esta concentracion de Ba®* Iini reduce en todo el rango de voltajes.

Los efectos del Ba®* fueron reversibles (figura 19C)
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Figura 19: Efecto de Ba** 200uM sobre Ih e lini en una neurona. A, corrientes
activadas por hiperpolarizacion de una célula antes (izquierda) y durante la aplicacion de
Ba®* 200uM (derecha). Las corrientes se evocaron utilizando el protocolo de 8 pulsos
hiperpolarizantes de -50mV a -120mV en modo fijacion de voltaje (trazos inferiores). Se
indican con linea de puntos lini y Iee. Nétese la presencia de potenciales sinapticos
espontaneos debido a que se registré sin CNQX y Bicuculina. B, Relaciones I-V para lini
(izquierda) e Th (derecha) obtenidas de A. Th se calculé como Iee — Iini. C, corriente
activada por hiperpolarizacion (-50/-120mV) donde se muestra la reversibilidad del efecto

del Ba>* 200uM.
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Ba®" despolariza a las NPLV en reposo y aumenta Rm

Se analizé el efecto de la aplicacion de Ba®* 200uM en modo fijacién de
corriente para ver si es consistente con el bloqueo de Ikir e Ik observado en fijacion de
voltaje. Para ello se estudiaron el potencial de reposo (Vm), la resistencia de membrana
(Rm), el sag y el disparo de potenciales de acciéon en neuronas registradas en BBS
normal sin bloqueantes. Se aplicaron pulsos de corriente desde —120pA hasta evocar un
tren de potenciales de accién con incrementos de 20pA, en condiciones control y luego
de la adicién de Ba** 200uM. En la figura 20A se ilustran los registros obtenidos en una
neurona representativa. No se observaron cambios en la forma de los potenciales de
accion, indicando que el Ba®" a la concentracién probada no tiene efecto sobre canales de
K" que participan de la repolarizacién. Consistentemente con los resultados previos
donde se mostré que no inhibia Ih la aplicacion de Ba** 200uM tampoco afect6 el sag.
Esto se aprecia en las curvas V-I de la figura 20B calculadas de los pulsos subumbrales a
los tiempos indicados en A: en el pico del potencial (cuadrados) y en el estado
estacionario luego del sag (circulos). La diferencia de potencial debida al sag (Asag)
observada en el control (izquierda) no se redujo presencia de Ba®" (derecha).

El Vm se midié durante los primeros 200ms del protocolo de estimulacion antes
de aplicar los pulsos de corriente. La Rm se calculd a partir de la pendiente de las curvas
V-I en la region lineal, normalmente entre los pulsos de -40pA a +20pA. La aplicacion
de Ba** 200uM provoco una despolarizacion con respecto del potencial de reposo de
6,2mV, de -65,4 £ 1,7mV a -59,6 £ 2,3mV en 10 de 13 neuronas analizadas (p<0,001,
test de “t” pareado) (figura 20C). En las tres neuronas restantes no se observé ningin
cambio, como si no tuvieran corrientes sensibles a Ba>* 200 en este rango de potenciales.
La Rm aument6é de 133,9 + 9,7MOhm a 1824 + 10,IMOhm en 8 de 10 neuronas
analizadas (p<0,001, test de “t” pareado) (figura 20D).

La aplicacion de Ba®* 200uM produjo un aumento de la excitabilidad,
visualizada porque se necesitaron menos pulsos despolarizantes para alcanzar el umbral
de disparo (figura 20A). Esta mayor excitabilidad estda mediada por una despolarizacion
del potencial de reposo y un aumento de la resistencia de membrana. Estos resultados
son consistentes con el bloqueo de canales de K activos en el potencial de reposo como

Kleak y Kir.
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Figura 20: Efecto de Ba®" sobre el potencial de membrana de las NPLV. A, cambios
del potencial de membrana en respuesta a pulsos de corriente hiperpolarizantes y
despolarizantes (modo fijacion de corriente), que evidencian el sag y el patrén de disparo
de potenciales de accién en una neurona en condiciones control (izquierda) o luego de la
aplicacién Ba’* 200uM extracelular (derecha). Protocolo: pulsos de corriente desde -
120pA con incrementos de 20pA hasta alcanzar el umbral de disparo (trazos inferiores).
B, curvas V-I tomadas en el pico y en el estado estacionario de las respuestas de voltaje
subumbral de A (lineas discontinuas). La diferencia entre las curvas representa la
amplitud del sag (Asag). Asag no cambia en presencia de Ba*’. C, el Ba** 200uM
despolarizé el potencial de reposo en 10 de 13 neuronas analizadas (p<0,001, test de “t”
pareado). D, Ba’* también aumento la resistencia de membrana (Rm) n 8 de 10 neuronas
analizadas (p<0,001, test de “t” pareado).
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Estimacion de Ikir

Para aislar el componente de lini que corresponde a Ikir se calculé la corriente
sensible a Ba®* 200uM (Ig,) substrayendo de los trazos de las corrientes medidas en

condiciones control las corrientes activadas por hiperpolarizacién en presencia de Ba**

200M.
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Figura 21: Estimacién de Ikir por su sensibilidad a Ba®* 200uM. A, corrientes
activadas por hiperpolarizacion en condiciones control (izquierda) y en presencia de Ba®*
200uM (centro). La corriente sensible a Ba>* (Ig,) se calcul6 por diferencia entre los
trazos anteriores (derecha arriba) y luego se le substrajo la corriente de fuga para obtener
el componente Ikir dependiente de voltaje (derecha abajo). Se utiliz6 el protocolo de 8
pulsos de voltaje de -50mV a -120mV. B, relaciones I-V calculadas a partir de los trazos
de Iz, (®) e Ikir (O) de A. C, I, promedio obtenido de 14 neuronas para los pulsos de -
50/-90mV y -50/-120mV. La amplitud maxima de estas corrientes fue de -60,9 + 7,6pA a
-90mV y 242,6 + 20,5pA a -120mV. El ty, fue 61ms para el pulso de -90mV y 35ms para
el de -120mV. Estos experimentos fueron realizados en presencia de TTX 1uM, CNQX
10uM y Bicuculina 10puM.

En la figura 21A se muestran las corrientes activadas por hiperpolarizacion
registradas de una misma neurona en condiciones control (izquierda) y en presencia de
Ba®" 200uM (centro). I, se obtuvo por diferencia de estos registros (derecha arriba).
Luego a I, se le rest6 la corriente de fuga para obtener Ikir dependiente de voltaje
(derecha abajo). Para la substraccion de la corriente de fuga (definida como el

componente independiente del voltaje) se le restd6 a cada trazo un valor constante
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proporcional a la resistencia de membrana calculada por ley de Ohm a partir del primer
pulso de la serie (-50/-60mV), al cual no hay activaciéon importante de canales
dependientes del voltaje. Se puede ver en las curvas [-V (figura 21B) que tanto Ig, como
Ikir presentan una mayor conductancia a potenciales negativos respecto -90mV
(potencial aproximado donde se produce un incremento de la pendiente). El potencial de
reversion de ambas corrientes esta entre -80 y -90mV, un valor cercano al Ex tedrico
calculado mas arriba (~-100mV).

De esta forma se calcularon las corrientes sensibles a Ba®* 200uM en 14 neuronas
para 2 pulsos de voltaje, -50/-90mV y -50/-120mV (figura 21C). La amplitud maxima de
estas corrientes fue de -60,9 £ 7,6pA a -90mV y 242,6 + 20,5pA a -120mV. El tiempo
necesario para alcanzar el 90% de la corriente maxima (top), fue 61ms para el pulso de -
90mV y 35ms para el de -120mV.

Estos resultados presentan fuertes evidencias de que Ba®" 200uM bloquea Ikir.
Este procedimiento puede ser utilizado para estimar la Ikir dependiente de voltaje que
por su activacion répida se superpone con Ikiak y por su dependencia del voltaje se

superpone con [h.
Ih es el componente lento de las corrientes activadas por hiperpolarizacion

Con el objeto de evaluar si el componente lento de las corrientes activadas por
hiperpolarizacion en las NPLV corresponde a la Th se utilizaron los bloqueantes 4-
etilfenilamina-1,2-dimetil-6-metilaminopirimidina (ZD7288) y CsCl. ZD7288 ha sido
descripto como un bloqueante orgénico de Th altamente selectivo (BoSmith y col., 1993;
Harris y Constanti, 1995) que actia del lado interno del canal en forma dependiente del
voltaje (Shin y col., 2001). Sin embargo, se han reportado efectos para esta droga que
serian independientes del bloqueo de la Th, como por ejemplo cambios en la plasticidad
sinaptica (Chevaleyre y Castillo, 2002). A pesar de esto ZD7288 sigue siendo
ampliamente utilizado como bloqueante de Th y su especificidad aun es reconocida
(Huang y Hsu, 2006; Proenza y Yellen, 2006; Rodrigues y Oertel, 2006).

El tiempo de accion del ZD7288 en aplicaciones extracelulares depende de la
dosis utilizada y los efectos bloqueantes no son reversibles. Los tiempos de accion son de
5 a 30min o incluso més dependiendo de la dosis (Harris y Constanti, 1995; Satoh y

Yamada, 2000).
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Se evalu¢ el efecto de cuatro concentraciones de ZD7288 (1uM, 5uM, 20uM, y
100uM) sobre las curvas I-V calculadas a partir de las corrientes activadas por
hiperpolarizacién Iini e Ih obtenidas en modo fijacion de voltaje (figura 22). Las
corrientes fueron evocadas antes y durante la aplicacion de ZD7288 en la solucion
extracelular. Concidentemente con lo observado en otras preparaciones el efecto no se
lavé y a concentraciones de 20uM o mayores el efecto maximo se alcanzé entre 10 y
15min mientras que a concentraciones de 0,1 y 1uM fueron necesarios hasta 30min para
llegar al méaximo de la respuesta. Los experimentos que se describen a continuacion se
realizaron en 33 neuronas bafiadas en BBS con los siguientes bloqueantes: CNQX 10uM,
Bicuculina 10pM, TTX 0,5uM, y Ba®** 200uM. Los controles se promediaron en una
misma curva y las amplitudes de las corrientes de los tratamientos se contrastaron con las
del control en cada pulso de voltaje utilizando ANOVA de una via y en caso encontrarse
una diferencia significativa el postest de Dunnett para comparar todos los tratamientos

contra el control.
ZD7288 inhibe el componente lento en forma dosis-dependiente

En la figura 22A se ilustran curvas [-V de [h normalizadas para el control y las
cuatro concentraciones de ZD7288. La aplicacion de ZD7288 1uM redujo
significativamente [h al 65,4% + 6,2% para el pulso de -90mV y al 68,8% + 7,3% a -
120mV. Utilizando ZD7288 20uM Ih se redujo al 10,7% =* 3,2% para el pulso de -90mV
y al 22,3% + 2,3% a -120mV. Con esta concentracion se alcanz6 la inhibiciéon méaxima
ya que no difiere significativamente de lo observado con ZD7288 100uM. El bloqueo
producido por ZD7288 fue menor a voltajes mas hiperpolarizados indicando una
dependencia del potencial consistente con el mecanismo descripto (Shin y col., 2001).
Utilizando los valores de las curvas de Th a -90mV se calculd la curva de inhibicion del
ZD7288. La inhibicion de Th fue dosis dependiente, con un ICsy de 1,6uM + 0.6 (figura
22C) valor que esta en el orden de los obtenidos en otras preparaciones (Gasparini y
DiFrancesco, 1997). Se utilizo el pulso -50/-90mV porque estd cercano al potencial al
cual esta corriente se activa al 50% (Vso). Estos resultados confirman que el componente
lento de la corriente activada por hiperpolarizacion corresponde a Ih. En los
experimentos subsiguientes de esta tesis se utiliz6 ZD7288 20puM para bloquear Th ya

que con esta concentracion se logra una efectividad del 90%.
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Figura 22: Efecto de varias concentraciones de ZD7288 sobre Ih e Iini. Curvas [-V
normalizadas de Th (A) e lini (B) calculadas a partir de las corrientes activadas por 8
pulsos hiperpolarizantes de -50mV hasta -120mV con incrementos de -10mV. Se
registraron 33 neuronas antes (MM, control) y durante la aplicacion de varias
concentraciones diferentes de ZD7288: 1uM (O, n=6), 5uM (4O, n=5), 20uM (OJ, n=17)
y 100uM (<, n=5). A, La aplicacion de ZD7288 1uM produjo una inhibicion
significativa en casi todo el rango de voltajes (-70mV a -120mV, p<0,05). B, ZD7288
produjo una inhibicion significativa entre -120mV y -100mV. No se muestra la curva de
ZD7288 5uM para simplificar el grafico. C, curva concentracion-respuesta de Th a -90mV
tomado de la figura A, salvo ZD7288 0,1uM con el que no se realizaron curvas [-V
completas. Las la inhibicién por ZD7288 se ajusté a una ecuacion sigmoidea (ICsp = 1,6
uM +0,6uM).

ZD7288 blogquea parcialmente lini

La figura 22B muestra las curvas [-V normalizadas de la corriente lini para las
cuatro concentraciones de ZD7288 probadas. Se observo una reduccion de Iini en el
rango de -80mV a -120mV notoria con 1uM (la menor concentracién de ZD7288
utilizada en curvas [-V) y significativa con ZD7288 20uM y 100puM. El ZD7288 20uM
redujo Iini a 72,8% * 6,5% en el pulso a -90mV y a 74,4% + 6,6% a -120mV (p<0,01
ANOVA). Este resultado indica que ZD7288 podria bloquear otras corrientes ademas de

[h (Chen, 2004). Alternativamente Th podria tener un componente rapido que se
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superpone con lini (Proenza y col., 2002).

La figura 23A muestra una familia de registros de fijacion de voltaje
representativa mostrando el efecto del ZD7288 20uM sobre las corrientes activadas por
hiperpolarizacién en una célula bafiada en BBS sin bloqueantes adicionales. A partir de
las corrientes se calcularon las curvas [-V de Iini e [h obtenidas a los tiempos indicados
en linea discontinua. Se observa que la apiicaci(')n de ZD7288 20uM extracelular bloqued
el componte lento (figura 23B derecha) con minimo efecto sobre el componente rapido

lini (figura 23B izquierda).
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Figura 23: Efecto de ZD7288 20uM sobre Ih e lini sin bloqueantes adicionales. A,
corrientes activadas por hiperpolarizacién de una célula con ZD7288 20uM (derecha) o
sin ZD7288 (izquierda). Las series de corrientes se evocaron con el protocolo de 8 pulsos
hiperpolarizantes de -50mV a -120mV de 2s de duracién en incrementos de -10mV. Se
indican con linea discontinua lini y Iee. Notese la presencia de potenciales sindpticos
debido a que los registros fueron realizados en ausencia de bloqueantes. B, Relaciones I-V
para lini (izquierda) e [h (derecha) obtenidas de A. Ih fue calculada como lee — Iini.

Estimacion de Ih como la corriente sensible a ZD7288

Con el propésito de validar el método anteriormente descripto para la medicién
de Th (Tee — Iini), se calculé por substraccion la corriente sensible a ZD7288 20uM (Izp)

y a este resultado se lo compard con la medidas realizadas para [h en las mismas c€lulas.
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Para ello se evocaron corrientes por pulsos hiperpolarizantes en 17 células bafiadas en
BBS conteniendo CNQX 10uM, Bicuculina 10uM, Ba** 200uM y TTX 1uM con el
protocolo de pulsos de voltaje de -50/-120mV. En la figura 24A se muestran las
corrientes activadas por hiperpolarizaciéon evocadas en una neurona representativa en
condiciones control (arriba) y en presencia de ZD7288 20uM (centro). [zp se calculd por
diferencia entre las corrientes control y las corrientes remanentes en presencia de
ZD7288 (abajo). A partir de estas corrientes se calcularon las curvas I-V para Ih e Izp en
esta neurona realizando las medidas a los tiempos indicados con lineas discontinuas
(figura 24B). De la misma forma se calcularon las curvas [-V promedio de 18 neuronas
(figura 24C). Las amplitudes de Ih e Izp no fueron significativamente distintas en todo el
rango de voltajes, sugiriendo que Ih estaria correctamente estimada utilizando cualquiera
de los dos métodos. Debido a esto en los siguientes experimentos de este trabajo [h fue
medida directamente a partir de la corriente activada por hiperpolarizaciéon como lee —
[ini, sin el empleo de ZD7288. En la figura 24D se ilustran 2 corrientes [zp promedio
para los pulsos de -90mV y -120mV. La amplitud promedio de Izp fue de 184 + 16pA
para el pulso de -90mV y de 363 + 42pA para el de -120mV. Los toy de Izp fueron 970ms
para el pulso de -90mV y 179ms para el de -120mV, lo que indica una activacion
sensiblemente mas lenta que Ikir cuyos tg fueron 61ms y 35ms, respectivamente (figura
21C). Estos tiempos muestran que ambas corrientes tienen tiempos de activacion
significativamente distintos. Sin embargo esto no permite descartar algun grado de
superposicion entre lh e Ikir, especialmente durante los instantes iniciales. Para tener una
idea de la rapidez de Izp y confirmar cierto grado de superposicion con Ikir, se calcularon
las constantes de tiempo para [zp. La activacion de Izp ajusto significativamente mejor a
ecuaciones biexponenciales con dos constantes de tiempo (p<0,05, test de F), una rapida
(tr) y una lenta (7)), que para el pulso de -120mV fueron de 24ms y 107ms, y para el
pulso de -90mV fueron 60ms y 362ms. Un tr de 24ms para Izp es posible que sea lo
suficientemente rapido para como para superponerse con Ikir en vista de que en las
mismas condiciones presenta un tgy de 35ms (figura 21C). Por este motivo se utilizd Ba**

200uM en todos los experimentos de caracterizacion de [h.
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Figura 24: Estimacion de Ih en base a la sensibilidad al ZD7288. A, corrientes
activadas por hiperpolarizacién en una célula representativa. Arriba: corrientes control.
Centro: en presencia ZD7288 20uM. Abajo: corrientes sensibles a ZD7288 20uM (Izp)
calculadas como control menos ZD7288. Protocolo: 8 pulsos de voltaje de -50 a -120mV
de 2s de duracién con incrementos de -10mV a intervalos de 10s. B, curvas I-V de [h (O,
lee - lini ) e I;p (@) de las corrientes mostradas en A, a los tiempos indicados en linea
discontinua. C, curvas [-V de Ih e I;p promedio de 17 células. Las amplitudes no fueron
significativamente diferentes. D, estimacion de I;p promedio para dos pulsos de voltaje, -
50/90 y -50/-120mV. La amplitud maxima fue 184,4 + 16pA y 362,8 + 42pA para -90mV
y -120mV, respectivamente. El tyy fue de 970ms y 179ms para los pulsos a -90mV y -
120mV, respectivamente. Estos experimentos fueron realizados en presencia de CNQX
10uM, Bicuculina 10uM, TTX 1uM y Ba** 200uM.
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Ih contribuye al potencial de reposo en las NPLV

Para estudiar una posible contribucién de Th al potencial de reposo se analizaron
los efectos de ZD7288 y Cs" sobre el potencial de membrana en condiciones de reposo y
durante la respuesta a pulsos de corriente en modo fijacion de corriente. Se analizo el
efecto de ZD7288 20uM sobre neuronas registradas en BBS normal sin bloqueantes en
las que se observo el patrén de disparo de potenciales de accion, el sag, el potencial de
reposo (Vm), y la resistencia de membrana (Rm). Se aplicaron pulsos de corriente desde
—120pA con incrementos de 20pA hasta evocar un tren de potenciales de accién en
condiciones control y luego de la aplicacion de ZD7288 20uM en 20 neuronas. Como se
observa en una neurona representativa no se encontraron cambios en la forma de los
potenciales de accion pero si se inhibi6 el sag (figura 25A).

Se construyeron las curvas V-I (figura 25B) a partir de los trazos de A en los
tiempos indicados en linea discontinua y se puede ver como ZD7288 inhibi6 la
diferencia de potencial debida al sag (Asag). El Vm se midi6 durante los primeros 200ms
del protocolo de estimulacion antes de aplicar los pulsos de corriente (figura 25A) y la
Rm se obtuvo de la region lineal de las curvas V-I normalmente entre los pulsos de -
40pA a +20pA.

La aplicacion de ZD7288 20uM provocéd una hiperpolarizaciéon significativa de
6,9mV en 16 de 20 neuronas analizadas en estas condiciones (figura 25C izquierda) (de -
66,8 £ 0,7mV a -73,7 £ 1,4mV, p<0,0001 test de “t” para muestras pareadas). En las 4
neuronas restantes el ZD7288 produjo una leve despolarizacion de 2,6mV (de -63,8 +
1,3mV a-61,2 £ 1,7mV, p=0,023 con el test de “t” para muestras pareadas). El efecto del
CsCl 3mM se probo en 5 neuronas en las que produjo también una hiperpolarizacion
significativa de 6mV llevando el Vm de -66,4 = 1,2mV a -72,4 + 0,8mV (p=0,0004 test
de “t” para muestras pareadas, datos no mostrados).

La aplicacion de ZD7288 20uM también aumento la Rm de 225 + 29MOhm en
condiciones control a 324 + 42MOhm en 10 de 15 neuronas analizadas (p=0,014 test de
“t” para muestras pareadas) (figura 25C derecha). En las restantes 5 neuronas no se
observaron cambios significativos.

Los efectos hiperpolarizantes provocados por ZD7288 y Cs™ confirman que Th
esta parcialmente activa en el potencial de reposo y contribuye a su mantenimiento en las

NPLV de la corteza prefrontal de ratén.
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Figura 25: Efecto del ZD7288 sobre el potencial de membrana. A, potencial de
membrana de una neurona en respuesta a pulsos hiper- y despolarizantes en condiciones
control y durante la aplicacion de ZD7288 20uM que inhibi6 el sag y no cambid los
potenciales de accion. Las 20 neuronas analizadas mostraron resultados similares. El
protocolo consistié en una serie de pulsos de corriente desde -120pA hasta superar el
umbral de disparo en incrementos de 20pA. B, curvas V-I tomadas en el pico y en el
estado estacionario de las respuestas de voltaje subumbrales de A (lineas discontinuas). El
ZD7288 inhibié el sag (derecha). C, hiperpolarizacién inducida por ZD7288 en 16
neuronas (p<0,001, test de “t” para muestras pareadas). D, la aplicaciéon de ZD7288
también aumento la Rm (p=0,014, test de “t” para muestras pareadas).
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Inhibicion de Ih e lini por aplicacion sucesiva de los bloqueantes en una misma célula

Ba’" y ZD7288 pueden ser aplicados sobre una misma célula para bloquear
secuencialmente Ikir e [h. En la figura 26 se ilustra el efecto de aplicaciones consecutivas
de Ba®" 200uM (centro) y ZD7288 20uM (derecha) sobre el sag y los potenciales de
accion (figura 26A) y sobre las corrientes activadas por hiperpolarizacion (figura 26B).
También se muestra la aplicacién del bloqueante de ambas corrientes Cs* 3mM sobre las

corrientes (figura 26B inferior).
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Figura 26: Ba®*, ZD7288 y Cs" aplicados consecutivamente en una célula. A, se
observa en modo fijacién de corriente el patrén de disparo y el sag con Ba>" 200uM y
ZD7288 20uM. B, corrientes activadas por los pulsos hiperpolarizantes en modo fijacion
de voltaje en condiciones control (izquierda) en presencia de Ba** (centro), ZD7288
(derecha) y Cs" 3mM (abajo). C, ampliacion de la corriente activada por un pulso de -50/-
120mV con la aplicacién sucesiva de los tres bloqueantes.
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En la figura 26C se muestran el detalle de la aplicacién sucesiva de Ba2” 200uM,
ZD7288 20uM y Cs" 3mM sobre la corriente evocada por un pulso de -50/-120mV otra
neurona. Se observa como Ba”" inhibi6 el componente rapido, ZD7288 el componente
lento, y Cs” inhibi6 ain mas ambos componentes, especialmente Iini, y el remanente de
Th no bloqueado por ZD7288. El bloqueo adicional de Cs” sobre Iini indica el bloqueo
incompleto de Ikjeq con Ba>*, mientras que el efecto de Cs” sobre Ih es consistente con
que ZD7288 20uM bloquee entre un 80 y 90% la Ih (figura 22), confirmado con curvas

[-V de Ih con la aplicacion consecutiva de ambos bloqueantes (datos no mostrados).

Caracterizacion de Th

En esta seccion se caracterizaron las propiedades biofisicas de Th de las NPLV
utilizando distintos protocolos de registro en el modo fijacion de voltaje. Como se
explico en los métodos este tipo de registros son influenciados considerablemente por el
valor de la resistencia en serie (Rs) de cada experimento (Sakmann, 1995). Por esta
razon, para estudiar las propiedades biofisicas de Th se tomaron dos recaudos adicionales
que reducen el error de la fijacion de voltaje por un lado se compensé la resistencia en
serie entre un 60 y 70% y por el otro lado se usaron bloqueantes de canales dependientes
de voltaje como TTX 0,5uM para canales de Na", TEA 10mM, 4-AP 2mM, Ba* 200uM
para canales de K y NiCl, 200uM y CdCl, 100uM para canales de Ca**. El bloqueo de
estos canales ademas de contribuir al aislamiento de Th, hacen la neurona eléctricamente
mas compacta facilitando la fijacion de voltaje. De todas formas debido a la
imposibilidad de controlar el voltaje en las dendritas lejanas, donde los canales HNC se
encontrarian més concentrados, es inevitable que los valores obtenidos subestimen los
valores reales. Los datos obtenidos en esta seccion se resumen en la tabla 1 mostrada al

final.
Cinética de Th

La cinética y la amplitud de [h en una neurona son importantes para entender en que
medida y en que rangos de tiempo esta corriente puede contribuir a los cambios de
potencial. La activacion de Th presenté su forma sigmoidea caracteristica debida al
retraso inicial (delay) de algunos milisegundos, luego del cual se activa

exponencialmente.
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Figura 27: Activacion y deactivacion de Ih. A, la activacion de Ih se ajust6 a ecuaciones
biexponenciales (lineas rojas). El ajuste se realiz6 entre las lineas discontinuas verticales
(izquierda). La amplitud de [h se midi6 entre Iini y el valor C calculado de las ecuaciones.
Para obtener las constantes de activacién a varios potenciales (derecha) Ih se aplico el
protocolo de 8 pulsos de -50 a -120mV. B, graficos de las constantes de activacion (1) en
funcién del voltaje. tr (izquierda) mostré una fuerte correlacion (Pearson r = 0,993,
p<0,0001) con una dependencia lineal del voltaje. . (derecha) tuvo una correlacién
moderada (Pearson r = 0,85, p<0,032) con una dependencia exponencial de voltaje. C, la
deactivacion ajusto bien a una exponencial simple. T se calcul6 de las corrientes de cola al
cierre del mismo protocolo (izquierda, nétese que las corrientes estan invertidas a fin de
poder ajustar el decaimiento exponencial). Derecha: la T de deactivacion no present6
correlacion significativa con el voltaje.

En ninglin caso se observd inactivacion mientras se mantuvo en pulso
hiperpolarizante. Para determinar la amplitud de Th y sus cinéticas de activacion y
deactivacion se ajusté el curso temporal de estas corrientes a ecuaciones exponenciales.
La activacion se ajustd luego del delay hasta el estado estacionario como se indica con

las lineas discontinuas verticales de la figura 27A, y fue descripta significativamente
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mejor en casi todos los casos por ecuaciones biexponenciales de la forma:
f(t)= Are (-t/tr) + Ap e (-t/1) - C

donde TR y 11 son las constantes de tiempo rapida y lenta, y C es el valor méximo al que
tiende la corriente total.
El valor de C fue utilizado para calcular la amplitud de Ih como C — Iini. De esta forma
la amplitud media de Ih fue de 219 £ 16pA y 440 + 35pA para los pulsos de -90mV y de
-120mV, respectivamente. Las constantes de activacion obtenidas fueron 169 + 28ms
(tr) y 1306 * 89ms (1) para el pulso de -50/-90mV y 97 £ Sms (tr) y 1262 £ 75ms (t1)
para el pulso de -120mV. La velocidad de activacién aumenté con la amplitud del pulso
de voltaje. La constante tr presenté una fuerte correlacién con el voltaje (Pearson r =
0,993, p<0,0001) (figura 27B izquierda) mientras que t; mostré una dependencia menos
marcada (Pearson r = 0,85, p<0,032) (figura 27B derecha). La proporcién de cada
componente a la amplitud de Th vario con el potencial. A potenciales hasta -90mV tg
contribuyd6 con aproximadamente el 50%, mientras que a potenciales mas
hiperpolarizados su contribucién estuvo entre el 60 y 70% de la amplitud de Ih (datos no
mostrados). Para calcular los tiempos de deactivacién de [h se ajustaron ecuaciones
exponenciales a las corrientes de cola. A diferencia de la activacion, la deactivacion de [h
ajustd bien a una ecuacién exponencial simple. La deactivacién no presenta una
correlacion significativa con el voltaje (p=0,076, n=6) (figura 27C). Las constantes de
deactivacion fueron 378 £ 29ms para el pulso de -90/-50mV y 508 + 50ms para el pulso
de -120/-50mV.

Los valores obtenidos para la cinética de activacion de Th fueron similares a los
reportados previamente en la corteza y el hipocampo y consistentes con la expresion de
la subunidad HCN1 que en experimentos in vifro es la subunidad que rinde constantes de

tiempo mas rapidas entre las cuatro subunidades de mamiferos conocidas.

Dependencia del voltaje de Th

La dependencia del voltaje determina el rango de potenciales de activacién y la
proporcion de Th activa a un potencial dado, por lo tanto es importe describir este
parametro para determinar la funcién que pudiera desempefiar esta corriente en las
NPLV. Con el objetivo de estudiar la dependencia del voltaje de Th se analizaron sus

corrientes de cola (Ic) para distintos potenciales de activacion en el modo fijacién de
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voltaje. Para ello se midieron las amplitudes de Ic al cierre del protocolo de pulsos
hipepolarizantes como se muestra en la figura 28A. En cada una de las 6 células
analizadas se normalizaron los valores de Ic a Ic maxima. Solo se utilizaron células en
las que se pudo distinguir una Ic cuya amplitud satur6 tanto para el pulso de mayor
amplitud como en el de menor amplitud. Luego se graficaron las curvas [-V de Ic y se
ajustaron los datos de cada una a la ecuaciéon de Boltzman de donde se obtuvieron los
parametros de la dependencia del voltaje:
[=Imin+(Imax-Imin)/(1+e(V50-Vm)/k)

De esta ecuacion se calculd para cada célula el voltaje al cual Th se activé al 50% del
maximo (Vso) y la pendiente de la curva en ese punto (k), obteniéndose un Vsy promedio
de 83,6 £ ImV (n = 6) y una pendiente de 11.4 + 0.7. En figura 28B se muestran la curva
[-V de Ic normalizada promedio de todas las células y su ajuste a la ecuacion de
Boltzman. La franja gris sefiala el rango de potenciales de reposo normales para las

NPLV.
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Figura 28: Curva de activacion de Ih. A corrientes de cola de una célula representativa
(arriba) evocadas al cierre de una serie de pulsos hiperpolarizantes de -50 a -120mV en
incrementos de -10mV y nuevamete a -50mV (abajo). B, %activacion de Ic en funcion del
voltaje obtenida de las amplitudes relativas de la Ic de 6 neuronas. El Vs, fue 83,6 = ImV
y la pendiente fue 11,4 + 0,7. La regién gris es el rango de potenciales de reposo de las
NPLV.

Estos experimentos muestran que Th comienza a activarse entre -50 y -60mV
llegando a una activacion de entre el 5 y 20% al potencial de reposo, lo que explica su

contribucién al mantenimiento del mismo. La pendiente (k) estd en el rango de las
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obtenidas en otros trabajos (4-13) pero es de las més altas, indicando una fuerte
dependencia del voltaje. Esto significa que pequefios cambios de voltaje provocan una
activacion importante de la corriente, coherente con un valor de Vs, bastante positivo y

cercano al potencial de reposo.

Estimacion del potencial de reversion de Ih

Se estim6 el potencial de reversiéon de Ih (Ej) utilizando un protocolo de
extrapolacion como se muestra en la figura 29 (Spain y col., 1987; Bayliss y col., 1994).
El procedimiento consiste en calcular la relacién I-V instantdnea desde dos potenciales
en los cuales la contribucion de Th a la conductancia instantdnea sea diferente, por
ejemplo -40mV y -120mV. Para ello se utilizaron protocolos similares al descripto
anteriormente. El primero fueron 8 pulsos de -40mV a -120mV en incrementos de -
10mV retornando luego de 2s a -40mV. En este se midieron las corrientes instantaneas al
principio de los pulsos hiperpolarizantes (figura 29A, O) del mismo modo en que
anteriormente se midi6 lini. Estas corrientes representan la conductancia instantanea
cuando Th aun no esté activa. Luego a cada célula se le aplic6 un segundo protocolo de 8
pulsos de voltaje que llevan el potencial a -120mV durante 2s para activar totalmente [h
y luego a otro menor entre -110 y -40mV con escalones de 10mV. En este protocolo se
midié la amplitud Ic a cada escaléon de potencial. Las amplitudes de estas corrientes en
funcién del voltaje representan la conductancia instantdnea con Ih totalmente activada
(figura 29B, @). Luego se graficaron la relaciones I-V de ambos protocolos para cada
célula y se ajustd la region lineal a una recta (normalmente -100mV a -50mV). El valor
de la proyeccion en el eje x del punto donde se cruzan las rectas ajustadas a los puntos de
las relaciones I-V es una estimacion del Ej, en estas células. El Ej, de cada célula se
obtuvo mediante la siguiente féormula:

Emn = (b2-by)/(m)-m,)
dénde by y b, son las ordenadas al origen de las rectas y m; y my las pendientes que
representa las conductancias con [h inactiva (O) o activa (@). De esta forma se obtuvo
un potencial de reversion promedio de Ejy =-17,6 + 2.4mV. Este potencial es similar a lo
descripto en otras neuronas y es consistente con los valores que se esperan para una
corriente mediada por K™y Na* (Pape, 1996).

La aplicacion de este método de estimacion del potencial de reversion conlleva la
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suposicion de que la inica conductancia dependiente del voltaje que se activo fue Th. La
contribucion de la corriente de fuga a la conductancia no depende del potencial, asi que
la diferencia entre las dos relaciones I-V estard dada por el diferente grado de activacion
de Th en cada uno. Otras conductancias cuyos rangos de activacion podrian estar dentro
del rango de potenciales utilizados fueron bloqueadas como se indicé mas arriba. El
hecho que las relaciones I-V obtenidas fueran lineales indica que otras conductancias

dependientes del voltaje no contribuyen significativamente.
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Figura 29: Estimacién del potencial de reversion de Ih. A, corrientes activadas por
pulsos hiperpolarizantes de -40 a -120mV de donde se midi6 Iini (O). B, Deactivacion de
Ih entre -120 y -40mV luego de su activaciéon completa a -120mV. Se midi6 Ic (@,
corriente instantanea antes de la deactivacion de Ih). C, las curvas [-V de ambas corrientes
se ajustaron a una recta. La interseccién de ambas rectas extrapolada al eje x representa el

potencial de reversion de [h (-17,6 £2.4mV).

Resumen de propiedades biofisicas

Amplitud Tr activacién Ty, activacion T deactivacién Vso Em
[PA] [ms] [ms] [ms] [mV] [mV]

-90mV 219 £16 (10) 169 £28 (7) 1306 +89(7) 378 +29(6) -836+ -176%
-120mV 440 £35 (10) 97+5(8) 1262 +75(8) 508 £50 (6) 2,4 (6) 2,4 (6)

Tabla 1: propiedades biofisicas de Ih. Se indican los valores obtenidos de amplitud,
constantes de tiempo de activacion y deactivacién para pulsos de -50 a -90mV y -50 a -
120mV. Vs,: potencial al cual Th esta un 50% activada. Ey;: potencial de reversion de Th.

Im [pA
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Regulacion de Ih por nucledtidos ciclicos

Como se menciond en la introduccion, una caracteristica distintiva de los canales
HCN es su capacidad de ser regulados por nucledtidos ciclicos mediante la interaccion
directa con un dominio intracitoplasmatico de unién a nucleétidos ciclicos (CNBD). El
AMPc y otros nucledtidos ciclicos facilitan la activacion de Th corriendo la curva de
activacion hacia potenciales despolarizados. Se describi6 en varias preparaciones que el
8Br-AMPc (8-bromo-adenosina monofosfato ciclico), un andlogo permeable y no
hidrolizable del AMPc, produce el mismo efecto, por ejemplo en neuronas piramidales
del hipocampo (Gasparini y DiFrancesco, 1999) y las neuronas talamocorticales (Luthi y
McCormick, 1999).

En los experimentos que se presentan a continuacion se explor6 la posibilidad de
que [h en NPLV pueda ser regulada por nucleétidos ciclicos utilizando el analogo 8Br-
AMPc. Se utilizé este andlogo a una concentraciéon de 10uM ya que en neuronas
talamicas estd reportado que fue 100 veces més potente que el propio AMPc (Luthi y
McCormick, 1999). En las pipetas de registro se utiliz6 una solucién intracelular
modificada sin Creatina fosfato para que no haya regeneracién de ATP, el precursor del
AMPc, y reducir la regulacion por el AMPc basal.

Por tratarse de un andlogo permeable inicialmente se intent6 ver efecto del 8Br-
AMPc 10uM mediante su aplicacion en la solucion extracelular sobre toda la rebanada
de cerebro. Se midié la amplitud de [h desde el establecimiento del registro a intervalos
de tiempo regulares para los pulsos de -50/-90mV y -50/-120mV y se aplicé 8Br-AMPc
de 7 a 8min. En tres células registradas en estas condiciones no se observo efecto en dos
y en una fue muy leve (datos no mostrados). Debido a que el sitio CNBD es intracelular,
era posible que con este procedimiento el efecto del 8Br-AMPc no llegara a ser detectado
por necesitar mas tiempo o una mayor concentracion. Por lo tanto se cambid de
estrategia y se incorpord el analogo directamente a la solucién de pipeta, como ya habia
sido utilizado con éxito en neuronas talamicas (Luthi y McCormick, 1999).

Una vez afiadido el 8Br-AMPc 10uM a la solucién de pipeta se midié la amplitud
de Th para dos pulsos de voltaje, -50/-90mV y -50/-120mV, a intervalos de 2 a 4min a
partir del establecimiento del registro en tres grupos de neuronas: con solucion
intracelular control, con solucién intracelular estandar (contiene creatina fosfato) y con
8Br-AMPc (sin creatina fosfato). La soluciéon estandar (con creatina fosfato) es la

utilizada en es resto de los experimentos de esta tesis y provee el sistema regenerador de
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ATP para prevenir el decaimiento de las corrientes. El 8Br-AMPc disuelto en DMSO se
agrego a la solucion de pipeta en el momento y los tres grupos de células tuvieron una
concentracion final de 0,2% de DMSO. En la figura 30 se muestran los graficos de la
amplitud de Ih en funcién del tiempo de células individuales para el pulso de -50/-90mV
de dos grupos: control (figura 30A izquierda, n=8) y tratadas con 8Br-AMPc 10uM
(figura 30A derecha, n=10). Se puede ver en el grupo de células control que con el correr
de los minutos la amplitud de [h tiene una tendencia a reducirse en valor absoluto (figura
30A izquierda, nétese el eje y negativo porque se presentan las amplitudes de corriente
cruda), mientras que en el grupo tratado con 8Br-AMPc la amplitud de Ih se mantuvo
mas constante (figura 30A derecha). Para analizar estas tendencias las amplitudes de las
corrientes de cada neurona se agruparon en intervalos de Smin y se normalizaron a la
amplitud de Ih registrada durante los primeros Smin y luego se promediaron por
intervalos. De esta forma cada punto del curso temporal es el promedio de entre 4 y 10
células independientes. La figura 30B muestra los cursos temporales de la amplitud de Ih
luego del agrupamiento para el pulso -50/-90mV (izquierda) o -50/-120mV (derecha) con
los tres grupos de neuronas: control (@), con creatina fosfato (A) y con 8Br-AMPc (O).
Se puede ver que la amplitud de Th con la solucién control tuvo un decaimiento
significativo (run-down) pasados los 15min de registro. Este decaimiento se revirtid
parcialmente cuando se utiliz6 creatina-P. Cuando a la solucién de pipeta se le adiciond
8Br-AMPc no se observa el decaimiento, existiendo una diferencia significativa respecto
de la solucién control. El aumento de la amplitud observado dentro del grupo tratado con
8Br-AMPc no es significativo (figura 30B izquierda). Cuando Ih fue evocada con el
pulso de -50/-120mV, se observé menor decaimiento en el control que no difiere
significativamente con las células tratadas con 8Br-AMPc (figura 30B derecha). Esta
diferencia con el pulso a -90mV se explicaria si porque el mecanismo de accion del
AMPc cambia la dependencia del voltaje sin modificar la conductancia méaxima.

El decaimiento de la corriente en condiciones control indica que en la célula estan
presentes factores que regulan positivamente Th y que probablemente son diluidos a
partir del establecimiento del registro en configuracién célula entera. La reversion parcial
de este decaimiento con Creatina-P, y total con 8Br-AMPc, sugiere que el AMPc
intracelular seria el principal responsable del mantenimiento de la amplitud de [h a -

90mV.
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Figura 30: Regulacién de Ih por 8Br-AMPc intracelular. A, se muestra la amplitud de
Ih en funcién del tiempo de registro para un pulso de -50/-90mV en dos grupos de
neuronas: control (izquierda) y con 8Br-AMPc en la solucién de pipeta (derecha). Se
observa que mientras en el grupo control se reduce la amplitud con los minutos (tener en
cuenta la escala negativa del eje y), en el grupo tratado se mantiene. B, curso temporal de
las amplitudes de Ih agrupadas en intervalos de Smin y promediadas para el pulso de -
90mV (izquierda) y -120mV (derecha). Izquierda: neuronas de A en condiciones control
(@), con 8Br-AMPc (O), o con la solucion de pipeta estindar con Creatina-P (A).
Derecha: amplitud de Th a -120mV en presencia ([J) o ausencia () de 8Br-AMPc. Cada
punto de los cursos temporales promedio es el resultado de 5 a 10 células independientes.
Los asteriscos indican diferencias significativas entre el grupo tratado con 8Br-AMPc y el
control (p<0,05, test de “t”"). C, relacion I-V de las corrientes de cola (curva de activacion)
en presencia ((J, n=9) o ausencia (M, n=6) de 8Br-AMPc en la solucion de pipeta. La
serie de corrientes activadas por hiperpolarizacion se evocd a los 20min de registros con
pulsos de -50 a -120mV. Las amplitudes de Ic en funcién del potencial se ajustaron a la
ecuacion de Boltzman. El Vs, en presencia de 8Br-AMPc se despolarizd
significativamente 6,3m (p = 0,014, test de F para comparacion del Vs, entre curvas). D,
valores del Vs, individuales. Control: -83,6 = 2.3mV vs. 8Br-AMPc: -77,3 £ 3mV.
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Para determinar si la regulacion mediada por nucleétidos ciclicos cambia la
dependencia del voltaje, se evocd Th entre -50 y -120mV y se analizaron las curvas de
activacion de las corrientes de cola (Ic) a los 20min de iniciados los registros en dos
grupos de neuronas, control (ll, n=6) y tratadas con 8Br-cAMPc ([J, n=9) (figura 30C).
Las curvas de activaciéon promedio de ambos grupos se ajustaron a la ecuacién de
Boltzman y se analizé si eran estadisticamente diferentes (p = 0,0001, test de F). Para
saber donde radicaba la diferencia entre curvas se analizaron los parametros Vs, Imax,
Imin y pendiente (m) entre grupos control y tratados. Los valores de Imin (8,4 vs.
9,4pA), Imax (-133,4 vs. -132,4pA) y m (11,4 vs. 10) no fueron significativamente
diferentes (p>0,6 en todos los casos, test de F). El Vs si fue estadisticamente diferente,
cambiando de -83,6mV para el control a -77,3mV para las células con 8Br-AMPc
(p=0,015, test de F) (figura 30D).

Estos resultados muestran que el 8Br-cAMPc facilita la activacion por voltaje de
Ih en NPLV modificando el Vso hacia potenciales més despolarizados sin afectar la
amplitud maxima. Esto es consistente con que la amplitud de Th a -120mV no fuera

aumentada significativamente con el tratamiento de 8Br-AMPc (figura 30B derecha).

Ih contribuye a la hiperpolarizacion post-potencial (AHP)

La hiperpolarizacién post-potencial (AHP) es importante en la regulacion del
patron de disparo de potenciales de accidn, la excitabilidad y la actividad en neuronas
con disparo ritmico.

Con el objetivo de estudiar la influencia de [h sobre la AHP en NPLV de la CPF
se realizaron los experimentos que se muestran a continuacién. Primeramente se evoco la
AHP con rafagas de potenciales de accién a una frecuencia de entre 5 y 15Hz durante s,
al término del cual normalmente se observo la aparicion de una AHPm. La amplitud de
la AHPm se midié como la hiperpolarizacion producida respecto del potencial de reposo
(figura 31A). Esta hiperpolarizacién normalmente tuvo una duracién acorde a la esperada
para la AHPm (50 a 300ms) y una amplitud de hasta 10mV aproximadamente. En las
condiciones de este estudio no se encontré la AHP lenta (de mas de 0,5-1s de duracion),
sin embargo no se puede descartar totalmente su presencia ya que no se utilizaron
bloqueantes selectivos de los distintos AHP (Sah y Faber, 2002). La AHP répida se vio
en algunas células luego de los primeros potenciales de accion de una rafaga, pero nunca

al final. En los experimentos desarrollados a lo largo de esta tesis se observd que
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algunas neuronas no tenian AHP luego del tren de potenciales de accién, y que esta
ausencia de AHP en algunos casos coincidia con células en las que la amplitud de Ih era

pequeiia (figura 31B).

A B
Célula con AHP Célula sin AHP

03s

Célula con |h Célula sin |h

amplitud AHP [mV]

Figura 31: Correlacion entre la amplitud de [h y la AHP en NPLV. A, ejemplo de una
neurona cuya AHP (arriba) e Th (abajo) tienen amplitudes prominente. B, neurona en la
que tanto su lh como la AHP son pequeiias. C, correlacion entre la amplitud de Thy la
amplitud de la AHP (r Pearson = 0,77, p<0,0001, n=26). Ih fue evocada por un pulso de
voltaje hiperpolarizante de 2s de -50 a -120mV. La AHP fue medida en las mismas
neuronas luego de un pulso de corriente despolarizante que provoc6 un tren de 5 a 15
potenciales de accion.
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A partir de esta observacion se analizo si existia una correlacion entre la amplitud de la
AHP observada luego de una rafaga de potenciales de accion en funcion del la amplitud
de Th evocada con un pulso de voltaje de -50 a -120mV (figura 31C). En esta correlacion
se incluyeron 11 neuronas cuya amplitud de Th fue menor de 100pA, y si bien habian
sido descartadas para otros andlisis, se habia registrado el patrén de disparo y la AHP. En
un total de 26 células se encontr6 correlacion positiva entre ambas variables (r Pearson =
0,77, p < 0,0001).

Se analizaron las caracteristicas de la AHP en las NPLV: dependencia de la
frecuencia de disparo, dependencia del tiempo y dependencia del voltaje.

Para evaluar la amplitud de la AHP en funcién de la frecuencia de disparo se
reguld el numero de potenciales de accion evocados durante un pulso despolarizante de
segundo de duracion variando la amplitud del pulso. Las células se mantuvieron a un
potencial de reposo de -70mV fijado por inyeccion de corriente. La amplitud de la AHP
mostr6 una dependencia lineal con la frecuencia de disparo de potenciales de accion, 2=
0,953 (figura 32A). La pendiente de la recta indica un incremento de la amplitud de la
AHP de 0,17 £ 0,0lmV/Hz. Las AHP evocadas en el rango de 5 a 15 potenciales de
accion tuvieron en promedio una amplitud de 2,5 a 4,2mV.

Por otro lado se analizé la amplitud de la AHP en funcién del tiempo para
observar si hay decaimiento (figura 32B). Para esto se midi6 la amplitud de la AHP
evocada aproximadamente a 15Hz en 8 neuronas durante 30min. Se observéd un
decaimiento dependiente del tiempo que ajusté bien a una funcién lineal (r* = 0,92) cuya
pendiente representa la velocidad de reduccion de la AHP: -0,062 + 0,008mV/min. Para
una amplitud inicial de aproximadamente 4mV, la AHP decayé al 50% en 32min. Los
experimentos realizados en esta seccion no llevaron més de 30min desde el
establecimiento del registro.

También se analiz6 la amplitud del AHP en funcién del potencial de reposo. En
14 neuronas se evocaron trenes de aproximadamente 15 potenciales de accion a partir de
tres potenciales de reposo: -60, -70 y -80mV, fijados mediante inyeccién de corriente. Se
observo una mayor amplitud cuando el potencial de membrana partié de -80mV respecto
de cuando lo hizo a -60 o -70mV (figura 32C) (p < 0,001, ANOVA de medidas repetidas,
postest de Bonferroni para comparaciones multiples). Este resultado sugiere que la AHP
a potenciales hiperpolarizados no estaria mediada solo por corrientes de K"

(probablemente canales Kc,), dado que a potenciales hiperpolarizados (como -80) las
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corrientes de K™ disminuyen por la cercania al Ek. Sugestivamente Th se encuentra

fuertemente activada a estos potenciales.
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Figura 32. Caracteristicas de la AHP en NPLV. A, se midi6 la amplitud de la AHP a
distintas frecuencias de disparo de potenciales de accién. Se encontré una dependencia en
forma lineal de la frecuencia de disparo (r2 =0,953, m=0,17 £ 0,01 mV/Hz). Los puntos
se obtuvieron evocando rafagas de 0 a 25 potenciales de accion con pulsos de corriente de
amplitud creciente de Is de duracién en 12 células. Los datos de cada neurona se
agruparon a intervalos de 3Hz y luego se promediaron. B, la amplitud de la AHP en
funcion del tiempo de registro decay6 en forma lineal (* = 0,92, m = -0,062 + 0,008
mV/min). Se midio la amplitud de la AHP en 8 neuronas luego de una rafaga de 15
potenciales de accion a intervalos de 3 a Smin durante 30min. Los datos de agruparon en
intervalos de 4min y se promediaron. C, se midi6 la amplitud de la AHP en 14 neuronas
desde tres potenciales de reposo: -60, -70 y -80mV. Estos potenciales se mantuvieron
mediante inyeccion de corriente constante desde el amplificador. La AHP se evocé con un
pulso despolarizante de una amplitud tal que evoc6 aproximadamente 15 potenciales de
accion. La amplitud de la AHP aumenta significativamente cuando la célula parte de -

80mV (p <0,0001 n= 14).
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Se investigé la contribucién de corrientes de K™ dependientes de cat (Ikcy) e Th
al AHP observado luego de un tren de potenciales de accion, utilizando bloqueantes de la
entrada de Ca®" y de Ih. En la figura 33 se muestra el efecto de estos bloqueantes sobre
una célula mantenida a -70mV que primero fue bafiada en BBS con CoCl; 2,5mM y sin
CaCl; (figura 33B) y luego se le pas6 ZD7288 20uM (figura 33C). Como se muestra en
la ampliacién (D), la AHP se inhibi6 parcialmente en medio con Co*", pero se bloque6
totalmente cuando se le pas6 ZD7288 20uM. Este resultado sugiere que la AHP
observada en el rango del potencial de reposo de las NPLV estaria mediada al menos por
dos corrientes Ikc, e Th.

En las NPLV Ih se encuentra activada aproximadamente en un 40% a un
potencial de -80mV mientras que solo un 5% a -60mV (figura 28). Por el rango de
potenciales de activacion de [h se esperaria que si esta contribuyera al AHP, lo haga
especialmente a potenciales mas hiperpolarizados pero también en cierto grado dentro

del rango de potenciales de reposo.

Control CoChsin CaCh CoClsin CaCl+ ZD7288 > ‘

\ ZD7288
- -

;
b CoCl,

Control
Figura 33: La AHP de las NPLV tiene dos componentes, uno dependiente de Ca** y
otro de Ih. A, AHP en una célula luego de tres potenciales de accién en condiciones
control, cuya amplitud fue de 2,7mV. B, cuando se pasé BBS con CoCl, 2.5mM sin CaCl,
por 12min se redujo la AHP a 1,8mV. C, al pasar ZD7288 20uM 12min la AHP se inhibi6
totalmente. D, ampliacion y superposicion de los trazos anteriores.

-70mVv

Para estudiar si Th tiene una mayor contribuciéon a la AHP obtenida desde
potenciales hiperpolarizados, se midi6 la amplitud de la AHP manteniendo las células a
dos potenciales de reposo diferentes, -60mV y -80mV, y sometiéndolas al tratamiento
con el bloqueante de Th (ZD7288 20uM, n = 9) o bien con bloqueantes de canales de
Ca®" (NiCl, 200uM y CdCl, 100uM, n = 9) (figura 34). Los pulsos de corriente se
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regularon para evocar entre 5 y 15 potenciales de accion y la amplitud de la AHP se
midié luego del pulso como ya se indic6. Los controles se obtuvieron de 12 células
independientes no tratadas. La cantidad de potenciales de accion en los registros tratados
con bloqueantes en general fue mayor que en los controles debido al aumento de la Rm
que provocaron. Esto descart que las reducciones observadas de la amplitud de la AHP

fueran debidas a una menor frecuencia de disparo, y no al efecto farmacolégico de los

bloqueantes.
Bloqueo de la AHP a-60mV o -80mV
A ZD7288 20pM B CdClp/NiCl, C
5 -60mV
4-
s L
E 34
a L
£
-80mVv 0_.
Contol ~ ZD7288  CdCWNIC}
D E F -80mVv
£ a.:
§ol
& i 21 Control ZD7288  CACHNIC}
-80m' = el

Figura 34: lh contribuye a la AHP a potenciales hiperpolarizados. Se determiné la
amplitud de la AHP en tres condiciones: control sin bloqueantes (trazos negros, n = 12),
con el bloqueante de Th ZD7288 20uM (trazos naranjas, n = 9) y con los bloqueantes de
canales de Ca®* CdCl, 100uM y NiCl, 200uM (trazos verdes, n = 9). Cada grupo de
neuronas fue evaluado manteniendo el potencial a -60mV y -80mV. A, la amplitud de la
AHP no se modificé en presencia de ZD7288 a -60mV. B, en presencia de CdCIl/NiCl, a
-60mV se produjo una inhibiciéon de la AHP. C, promedios de las amplitudes de las AHP
mantenidas a -60mV controles y tratadas. D, inhibicién de la AHP con ZD7288 a -80mV.
E, CdCl,/NiCl; no modificaron la AHP a -80mV. F, promedios de las amplitudes de las
AHP de las neuronas mantenidas a -80mV controles y tratadas. Las diferencias fueron
evaluadas con ANOVA vy el postest de Bonferroni de comparaciones multiples (*:p<0,05).
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A -60mV el ZD7288 20uM no produjo efectos significativos sobre la AHP
(figura 34A), mientras que si fue inhibida por los bloqueantes de canales de Ca** CdCl,
100uM/NiCl; 200uM (figura 34B). En este grupo de neuronas mantenidas a -60mV la
amplitud de la AHP sin bloqueantes (control) fue de 2,95 + 0,47mV. Cuando se aplicd
ZD7288 20uM la amplitud promedio de la AHP fue de 3,1 £ 0,5 (no significativo
respecto del control). Los bloqueantes de canales de Ca®" inhibieron la AHP un 70%,
0.89 £ 0.24mV vs. 295 + 0,47mV (p<0,05, ANOVA postest de Bonferroni de
comparaciones multiples,). (figura 34C). Estos resultados sugieren que a -60mV la AHP
estd mediada principalmente por canales Kc,.

En la figura 34D y E se puede ver el efecto de ZD7288 y de los bloqueantes de
canales de Ca®" sobre la AHP cuando las neuronas se mantuvieron a -80mV. En estas
condiciones la AHP en las células control tuvo una amplitud de 5,9 £ 0.3mV. La AHP en
las neuronas tratadas con ZD7288 20uM la AHP se bloqued totalmente dejando en
evidencia una despolarizacion post-potencial (DAP) en la mayoria de las neuronas (-0,75
+ 0,4mV vs. 5,9 + 0.3mV; p<0,001, postest de Bonferroni de comparaciones multiples,
ANOVA de una via). En cambio en el grupo de neuronas tratadas con CdCl,
100uM/NiCl; 200uM no hubo una reduccién significativa de la amplitud de la AHP
(5,38 £ 0,65mV vs. 5,9 £ 0.3mV) (figura 34F). Estos resultados sugieren que en las
neuronas mantenidas a un potencial de -80mV la AHP esta casi totalmente mediada por
[h mientras que a -60mV contribuyen principalmente los canales Kc,.

También se estudiaron los efectos de ZD7288 y CdCl, sobre la AHP en neuronas
mantenidas a -70mV, un potencial similar al de reposo de las NPLV. En la figura 35 se
muestra el efecto de ambos bloqueantes sobre la amplitud de la AHP en dos grupos de
neuronas antes y durante el tratamiento.

El bloqueo de canales de Ca** voltaje dependientes con CdCl, 100uM y NiCl, 200uM a
-70mV produjo una inhibicién del 50,7% (4,2 £ 0,3mV vs. 2.07 £ 0,3mV, n = 9,
p<0,0001 test de “t” para muestras pareadas) (figura 35A). Este valor es consistente con
un efecto intermedio a lo observado a -60mV y -80mV.

En el grupo de neuronas tratadas con ZD7288 20uM la amplitud de la AHP se redujo en
un 94% (4,84 = 0,22mV vs. 0,28 + 0,18mV, n = 9, p<0,0001 test de “t” para muestras
pareadas) (figura 35B). Si bien esta inhibicién de la AHP con ZD788 es casi total, el
efecto es un poco menor que a -80mV, donde quedaba en evidencia una despolarizacion

post-potencial de 0,75mV (p<0,05, test de t).
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Amplitud del AHP con bloqueagtos de Ca* e lh a -70mV
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Figura 35: Ambos, Ih e Ikc, contribuyen con la AHP a -70mV. A, amplitud de la AHP
antes (control) y después de la aplicacion de CdCl, 100uM y NiCl, 200uM (p<0,0001, n
=0, test de “t” para muestras pareadas). B, amplitud de la AHP antes (control) y después
de la aplicacién de ZD7288 20uM (p<0,0001, n =9, test de “t” para muestras pareadas).

La tabla 2 resume las amplitudes de la AHP a los tres potenciales de reposo y los efectos

observados con los bloqueantes.

Amplitud de la AHP [mV]

Potencial de
Control (n =12) CdCl, 100puM + NiClL, 200puM (n =9) ZD7288 20uM (n =9)

reposo
-60 mV 2,95 +0,47 0,89 £0.24 * 3,08+0,5

-70 mV 42+0,3 2,07+£0,3 * 0,28 £0,18 *
-80 mV 59+0.3 5,38 £0,65 -0,75+0,4 *

Tabla 2: Amplitud de la AHP a tres potenciales de reposo y el efecto del tratamiento con
los bloqueantes de Th ZD7288 20uM o CsCl 3mM. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos analizados con ANOVA y el postest de Bonferroni.

En su conjunto estos resultados muestran que en las NPLV el AHP estd mediado
por mas de un tipo de corriente dependiendo del potencial al cual se encuentre la
neurona. A potenciales ligeramente despolarizados respecto del reposo (-60mV) estaria

mediado por Ikc,, mientras que a potenciales ligeramente hiperpolarizados estarian

mediados por Ih.
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El bloqueo de Th aumenta la entrada de Ca®* en las dendritas de las NPLV

Como se explico en la introduccion Ih en neuronas piramidales tiene
consecuencias importantes sobre la integracion sinaptica de EPSP y posiblemente
también sobre la transmision de potenciales a través del arbol dendritico como los
potenciales de accién retropropagados (BAP).

Con el propésito de estudiar la influencia de Th sobre los BAP en las NPLV de la
CPF, se analiz6 el efecto de los bloqueantes ZD7288 y Cs” sobre los cambios transitorios
de Ca® evocados por potenciales de accién evocados en el soma y propagados a la
dendrita apical. Para ello se registré el cambio de fluorescencia inducido por aumento de
[Ca*]; en respuesta a los potenciales de accion, en simultineo con el registro del
potencial de membrana de las células en modo fijacion de corriente. No se realizo la
calibracién para obtener valores absolutos de [Ca*']; , lo que hubiese requerido la
obtencion de tres pardametros del OGB-1 del sistema: el Kd, el rango dindmico y la
fluorescencia en condiciones saturantes de [Ca2+ ]i (Maravall y col., 2000).

Se agreg6 a la solucién de pipeta el colorante sensible a Ca®* Oregon-Green
BAPTA 1 (OGB-1) a una concentracion de 100uM para detectar cambios de
concentracion de Ca** intracelular. Los aumentos transitorios de la concentracion de Ca®*
de cada neurona se midieron en el soma y en una o més regiones de la dendrita apical
cercana como cambios de la intensidad de fluorescencia,

%3F = 100(F; — Fpasal)/Foasal

donde Fpasa €s la fluorescencia promedio antes del estimulo electrofisiologico y F;
es la fluorescencia a un determinado tiempo. El valor de 8F depende de la concentracion
intracelular de Ca®" y refleja los cambios respecto de la concentracidn basal (Maravall y
col,, 2000). En la figura 36A se observa una neurona piramidal de la lamina V
representativa cargada con OGB-1. Los rectangulos son los ROIs (regiones de interés),
uno ubicado en el soma y otro en la dendrita, donde se midieron los cambios de
fluorescencia en respuesta a 6 potenciales de acciéon somdticos (figura 35B). El ROI
blanco que estd un una regién sin procesos neuronales visibles fue utilizado para
substraer la fluorescencia de fondo. El ROI somatico normalmente se ubicé en la
periferia citoplasmatico del soma cerca de la dendrita apical para evitar medir la
fluorescencia en el nucleo celular donde los colorantes se acumulan y sus propiedades

pueden ser diferentes a las citoplasmaticas. En la figura 36B se muestra el protocolo de
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estimulacion (abajo) con el que se controlé el nimero de potenciales de accién evocados
(centro). Los potenciales sométicos y los BAP provocaron un aumento transitorio de la
[Ca®"]; somético y dendritico detectado con el cambio de fluorescencia del OGB-1 en
cada ROI (arriba). Los transitorios de Ca’* presentaron una cinética coherente con el
estimulo, la fluorescencia se incrementé durante todo el tren de pulsos y comenzo a bajar
al final del tren en forma monoexponencial. Usualmente los transitorios de Ca®*
dendriticos fueron de mayor amplitud y mas rapidos que los somaticos probablemente
debido a una mayor relacién superficie-volumen de este compartimiento (Schiller y col.,

1995).

50 %dF

0,5s

Figura 36: Los potenciales de accion somaticos provocaron aumentos transitorios de
[Ca®*|; en el soma y la dendrita apical. A, foto de una NPLV cargada con OGB-1
100uM de a que se ve parte del soma (angulo superior izquierdo) y ~200um de la dendrita
apical. Los rectangulos son las regiones de interés (ROIs) donde se midié la fluorescencia:
soma (rojo) y dendrita apical a 150um (azul). EI ROI blanco indica la region donde se
midié la fluorescencia de fondo. B, se evocaron 3 a 6 potenciales de accion somaticos
(centro) mediante pulsos de corriente supraumbrales (0,8 y 1,2nA) de 3ms de duracién a
50Hz (abajo). El aumento transitorio de Ca’" se expresé como %0F = 100(F, — Fyasal)/Foasal-
Todos los registros fueron realizados en presencia de CNQX 10uM, Picrotoxina S0uM y
APV 20uM (4cido amino-fosfovalérico, bloqueante de canales NMDA).
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La intensidad de fluorescencia se midi6 antes (control) y después de la aplicacion
de uno de los bloqueantes de Th durante 10 o 15min. Los registros se realizaron
manteniendo el potencial de membrana a -70mV durante todo el experimento mediante
la inyeccion de corriente compensando la hiperpolarizacién provocada por los
bloqueantes. Las imdgenes se comenzaron a tomar luego de 20 a 30min de establecido el
registro cuando la concentracion de colorante (indicada por la intensidad de

fluorescencia basal) alcanzo el estado estacionario.
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Figura 37: Dependencia entre la amplitud de los transitorios de Ca™ y el nimero de
potenciales de accién evocados. A, transitorios de Ca®" en el soma y las dendritas
(arriba) evocados por un nimero creciente de potenciales de acciéon somaticos (abajo) en
una neurona representativa. B, relacion lineal entre la amplitud de los transitorios de Ca®*
y el namero de potenciales de accion en es soma y la dendrita (n=4).
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Normalmente luego de un tiempo de estimulaciéon de 200ms o mas a una
frecuencia constantes de potenciales de accién somaticos los transitorios de Ca
dendriticos en cé€lulas piramidales de corteza alcanzan un plateau. Durante la fase de
subida, antes de llegar al plateau, la [Ca*']; depende del numero de potenciales de accion
(Helmchen y col., 1996). En estos experimentos se evocaron de 3 a 6 potenciales de
accion a una frecuencia constante de 50Hz de manera que los cambios de [Ca™);
estuvieron en un rango aproximadamente lineal. Generalmente en estas condiciones no
se advirtié6 que los transitorios de Ca** llegara un plateau (figura 37A), pero cuando
durante los registros preparatorios de cada experimento ocasionalmente se observo que el
transitorio de Ca®" no llegé claramente a un pico, sino que la pendiente disminuia como
acercandose a un plateau, se redujo el nimero de potenciales de accion hasta ver un pico
sin saturacion. En estas condiciones la amplitud del transitorio de Ca** aumenté en forma
lineal con el nimero de potenciales de accion tanto en el soma como en la dendrita
(figura 37B). Cuando el estimulo electrofisiolégico fue subumbral no se detectaron
cambios en la fluorescencia del soma ni en las dendritas, confirmando que los BAP son

necesarios para al aumento de la [Ca*];.

2

H L
100ms
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Figura 38: Efecto del bloqueo de Ih con ZD7288 sobre la amplitud de los transitorios
de Ca*". A, transitorios de Ca*" en el soma donde ZD7288 no cambié su amplitud. B,
transitorios de Ca’* en la dendrita apical a SOuM del soma donde ZD7288 aumenté la
amplitud. C, curso temporal del pico de los transitorios de Ca’ en ambos
compartimientos, antes y durante la aplicacion de ZD7288 20uM. D, Potenciales de
accion evocados para generar los transitorios de Ca>* de mostrados en A en condiciones
control (izquierda) y con ZD7288 20uM (derecha).
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En la figura 38 se muestra el efecto del ZD7288 20uM en una neurona
representativa donde este bloqueante de Th increment6 la amplitud de los transitorios en
la dendrita (figura 38B) sin presentar un efecto significativo en el soma (figura 38A). En
la figura 38C se observa un curso temporal representativo de la amplitud del transitorio
de Ca®* en ambos compartimientos neuronales. Se puede ver que la aplicacion de
ZD7288 incrementa la amplitud del transitorio dendritico en forma gradual con un curso
temporal acorde al tiempo de perfusion. Como se mostrd en la seccion anterior, la
aplicacion de ZD7288 también inhibe la AHP producida por los potenciales de accién
somaticos (figura 38D). Resultados similares se obtuvieron en 7 neuronas tratadas de la
misma forma con ZD7288 20uM (figura 39A y B y tabla 3), donde también se
calcularon las constantes de decaimiento de los transitorios de Ca** ajustadas a una
exponencial simple y se observé que el tiempo aument6 en forma significativa en la

dendrita apical, no en el soma (figura 39D y tabla 4).
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Figura 39: La aplicacién de ZD7288 aument6 la amplitud y el tiempo de decaimiento
de los transitorios de Ca’* dendriticos. Se midieron en 7 neuronas la amplitud de los
transitorios de Ca>" y sus constantes de decaimiento en el soma (A y C) y en el la dendrita
apical (B y D), antes y durante la aplicacion de ZD7288 20uM. Los valores de cada punto
representan un promedio de 2 a 3 mediciones consecutivas. Los datos se analizaron con el
test de “t” para muestras pareadas.



Resultados

De la misma manera se analiz6 el efecto del Cs™ 3mM sobre la amplitud y el
decaimiento de los transitorios de Ca’* en 3 neuronas. Con este bloqueante de Th se
obtuvieron resultados similares a los observados con ZD7288 20uM (figura 40, tablas 3
y 4), confirmando que Th regula la entrada de Ca" a través de la propagacién de los BAP

en estas neuronas.
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Figura 40: La aplicacién de Cs" aumenté la amplitud de los transitorios de Ca** de la
dendrita apical. Se analizaron en 3 neuronas la amplitud y la constante de decaimiento de
los transitorios de Ca>* en el soma (A y C) y la dendrita apical (B y D), antes y durante la
aplicacion de Cs" 3mM. Los valores de cada punto representan un promedio de 2 a 3
mediciones consecutivas. Los datos se analizaron con el test de “t” para muestras

pareadas.
Amplitud del transitorio de Ca*" intracelular [%&F]
Localizacion Control CsCl3mM Control ZD7288 20uM
Soma 36,7+ 83 38+ 11 346£5 35.3:£5
Dendrita apical 70 + 8,7 853£117* 92,6 +8,7 112,5 +9,9*¢

Tabla 3: efecto de los bloqueantes de Ih sobre la amplitud del transitorio de Ca®>* en soma
y dendrita apical cercana.
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Resultados

1 de decaimiento del transitorio de Ca®" intracelular [s]

Localizacion Control CsCl3mM Control ZD7288 20pM
Soma 0,91+0,1 1,07 £ 0,09 0,83 £0.07 0,96 £ 0,13
Dendrita apical 0,73+0,15 0,77+ 0,14 0,83 £0,1 1,04 £0,14 **

Tabla 4: efecto de los bloqueantes de Ih sobre el decaimiento de los transitorios de Ca**
en soma y dendrita apical cercana.

Estos resultados sugieren que la presencia de lh en las dendritas de las NPLV de

la CPF estaria reduciendo la entrada de Ca** durante la propagacién de los BAP.
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Discusion

Recientemente se han desarrolla una serie de herramientas que permiten estudiar
y analizar las propiedades de las corrientes ionicas en general, e [h en particular. Se ha
desarrollado la técnica de registros de patch-clamp con video-microscopia DIC en
rebanadas agudas de cerebro (Stuart y col., 1993) que permite obtener registros mas
confiables que con los microelectrodos tradicionales (Li y col., 2004). Se han encontrado
nuevos bloqueantes de Th como el ZD7288 (BoSmith y col., 1993). Y finalmente los
genes que codifican los canales que median Th han sido clonados y expresados en
sistemas heterologos, y se han obtenido anticuerpos que permitieron su localizacién
(Santoro y col., 1998).

Desde su descubrimiento [h ha sido descripta en numerosos tipos neuronales
(Pape, 1996) inclusive en NPLV de corteza somatosensorial (Spain y col., 1987;
Williams y Stuart, 2000; Berger y col., 2001) y corteza visual (Solomon y Nerbonne,
1993b). Sin embargo, aunque habia evidencias que [h estaba presente también en
neuronas piramidales de la corteza prefrontal, no se habia realizado una caracterizacioén
en estas células. La evidencia mas cercana proviene de las NPLV de la CPF medial de
ratas en las observaron la presencia del sag distintivo sensible a Cs” (Yang y col., 1996).
Anteriormente, en corteza cingular anterior de cobayo se describié la presencia de Th
como una conductancia activada a potenciales hiperpolarizados respecto del reposo que
se inhibi6 con Cs” (Tanaka y col., 1991). Ih se encuentra en varios tipos celulares que
también expresan otra corriente activada por hiperpolarizacion, Ikir (ver introduccion).
En las NPLV los reportes son contradictorios, ya que se la ha encontrado que las
neuronas piramidales de la CPF expresa ambas corrientes (Tanaka y col., 1991) mientras
que en corteza somatosensorial algunos han observado la presencia de Ikir constitutiva
(Takigawa y Alzheimer, 1999) y otros solo detectaron Ih (Spain y col., 1987), como en la
corteza visual (Solomon y Nerbonne, 1993b).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se decidio estudiar las corrientes activadas
por hiperpolarizacion en la NPLV de las CPFm de ratén. En la primera parte de este
trabajo se realizo una caracterizacion de Ih, cuyos resultados se discuten en funcién de
estudios previos en otras neuronas del sistema nervioso central, y de la caracterizacion de
las corrientes obtenidas por la expresion de las diferentes subunidades HCN en sistemas
heter6logos. También se discute acerca de Ikir, que si bien no fue caracterizada en
profundidad, se la estudi6 en funcion de la necesidad de bloquearla para estudiar Ih.
Finalmente se analizaron los resultados que implican a [h en regulacién de la

excitabilidad neuronal y la propagacion de potenciales a través de la dendrita apical de

96



las NPLV.

Las NPLV de corteza prefrontal de ratén

Como se menciond en la introduccion, estd ampliamente aceptado que las
neuronas de la corteza cerebral registradas presentan distintos patrones de disparo
(Connors y Gutnick, 1990; Yang y col., 1996; Degenetais y col., 2002), sin embargo,
existirian evidencias de que una misma neurona cortical puede intercambiar entre los
patrones de disparo tipicos en distintas condiciones (Steriade, 2004). Independiente de si
los fenotipos electrofisioldgicos in vitro representan o no diferentes poblaciones de
neuronas, los patrones que se reconocen tienen estan relativamente conservados entre las
distintas técnicas de registros y pueden tener utilidad practica para establecer
correlaciones y a los fines comunicacionales.

En este trabajo se agruparon las neuronas piramidales de acuerdo al criterio
utilizado por Yang y colaboradores en experimentos realizados en rodajas de CPF de rata
utilizando microelectrodos (Yang y col.,, 1996). De los cuatro patrones de disparo
descriptos para NPLV, en el presente trabajo se encontraron tres: 39%RS, 43% IB y 18%
IM. No se hallaron neuronas ROB descriptas por esos autores en en baja frecuencia
(13%). Ademas de su patrén de disparo estas neuronas se distinguieron por presentar un
sag mayor que los otros tres tipos, lo que indicaria que poseen una mayor expresion de
[h. Si bien en este trabajo no se hallaron neuronas ROB, si se encontraron células con
alta expresion de Th sugiriendo que las neuronas ROB estaban presentes pero sin su
patron de disparo tipico. La ausencia de neuronas ROB no se explicaria por el uso de la
técnica de patch ya que tampoco fueron descriptas en trabajos realizados en rebanadas de
corteza somatosesorial de rata utilizando microelectrodos (Schwindt y col., 1997).
Ademas, los registros de patch en modo célula entera no parecen afectar sustancialmente
el patron de disparo en neuronas piramidales ya que este se mantiene cuando la misma
neurona pasa de ser registrada en modo cell-attached a modo célula entera (Williams,
1999). La ausencia del patrén de disparo de células ROB en las rebanadas de este trabajo
se puede explicar porque las prepaciones in vitro carecen conexiones intercelulares y
muchas de sus neuronas pierden porciones importantes de sus dendritas con los cortes.
Las rodajas utilizadas por Yang y colaboradores se distinguen de otras preparaciones en

dos aspectos: un mayor espesor (450um), y en la conservacion de una parte de los
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axones de las NPLV con el nicleo Accumbens. Estas caracteristicas incrementan la
cantidad de conexiones intercelulares conservadas y permite que algunas neuronas sean
menos dafiadas, lo que aumentaria la probabilidad de hallar neuronas que disparen
espontaneamente.

Las neuronas IM no fueron un grupo de caracteristicas homogéneas sino que
presentan un patron intermedio entre las RS y las IB, muchas veces similar a alguno de
los otros dos grupos pero con alguna caracteristica excluyente. Por este motivo la
frecuencia de neuronas IM es mayor a lo descripto por Yang y colaboradores donde las
neuronas [IM presentaron caracteristicas electrofisidlogicas y morfolégicas mas
homogéneas y solo las encontraron con un frecuencia de 4%. La presencia de DAP en las
neuronas IM indicaria una tendencia a disparar mas de un potencial de accion. Sin
embargo como el patron de disparo de potenciales de accion se probd generalmente con
un solo pulso y no se ensayaron pulsos de mayor amplitud que permitiesen corroborarlo,
puede ser que una parte de las neuronas IM corresponda al subtipo IB si se hubiese
utilizado una estimulacién de mayor aplitud. La frecuencia de neuronas RS (39%)
encontrada también fue mayor que de reportada por Yang y colaboradores (19%), pero
muy similar a la encontrada en corteza somatosensorial (42%) mediante patch-clamp

(Williams, 1999).
Corrientes activadas por hiperpolarizacion

Desde los primeros experimentos en modo fijacion de corriente se observd que
ante los estimulos hiperpolarizantes estas células presentaban el sag caracteristico de las
neuronas que poseen Ih, luego confirmado mediante su inhibicién tanto por Cs™ como
por ZD7288. Con el proposito de estudiar [h en estas neuronas se realizaron
experimentos en modo fijacion de voltaje en los que se observd que la corriente activada
durante la aplicaciéon de pulsos de voltaje hiperpolarizantes tenia dos componentes
dependientes de voltaje, uno rapido que se activa a potenciales menores a -90mV
incluido en lini y luego identificado como Ikir, y uno lento que se activa en el rango del
potencial de reposo, correspondiente a Ih (figura 17). Estos dos componentes fueron
distinguidos por sus cinéticas de activacion diferentes, ya que Ikir es mayoritariamente
instantanea e [h es lenta con un retraso (delay) en su activacion permitié separarlas. Sin
embargo como Ikir podia presentar un componente mas lento e [h podria tener un

componente rapido, fue necesario aislarlas farmacolégicamente utilizando el Ba®" para
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bloquear Ikir y ZD7288 para bloquear Th. La otra corriente activada por
hiperpolarizacién que podria superponerse con lh es la corriente de Cl" mediada por
canales CIC. Sin embargo no se encontraron evidencias que permitieran suponer su
expresion en NPLV ya que la rectificacion entrante lenta se inhibié completamente con

bloqueantes de Ih y la rdpida que se lineariz6 con bloqueantes de Ikir.
Caracterizacién de Ikir

La activacion de Ikir es considerada generalmente instantanea pero puede tener
un componente de activacion mas lenta de hasta cientos de milisegundos (Hille, 2001)
que se superponga con [h. Por este motivo el criterio cinético no fue suficiente para
distinguir ambas corrientes y se utilizé la sensibilidad al ién Ba**, ampliamente aceptado
como un potente inhibidor de canales Kir a concentraciones micromolares bajas (Coetzee
y col., 1999; Robinson y Siegelbaum, 2003). El estudio de la sensibilidad a Ba** de los
dos componentes de la corriente activada por hiperpolarizacién (Iini e Th) mostré que
utilizando 200uM, Ikir se bloqueo fuertemente mientras que no tuvo efecto sobre Ih, por
lo tanto esta concentracién de Ba’" fue utilizada en casi todos los experimentos
posteriores (figura 18). Ba®* 200pM inhibi6 lini proporcionalmente en todo el rango de
voltajes sugiriendo que este bloqueo no seria selectivo para Ikir, sino que también podria
incluir canales de K* de la corriente de fuga (Ikjea). Otra evidencia que indica que el
Ba*" en las NPLV bloqued otros canales ademas de los Kir es su ICs (113,3 £ 2,4uM).
Este valor esta entre uno y dos 6rdenes de magnitud por sobre los reportados para Ikir en
otras preparaciones. Por ejemplo, el bloqueo de Ikir por Ba®" en astrocitos de médula
espinal mostr6 un ICsy de 3,5uM (Ransom y Sontheimer, 1995), mientras que los canales
Kir2.1, Kir2.2 o Kir2.3 expresados en ovocitos de Xenopus laevis produjeron ICsy de 2 a
20uM (Schram y col., 2003). La aplicacion de una concentracion menor de Ba** (50uM)
mostré una reduccién de lini solamente a potenciales hiperpolarizados, indicando que
esta concentracion bloquearia Ikir sin afectar Ik (Tanaka y col.,, 1991; Womble y
Moises, 1993; Ransom y Sontheimer, 1995; Klein y col., 1999).

Para estimar Ikir se obtuvo la corriente sensible a Ba®* 200uM (Ig,) porque con
esta concentracion la inhibicion de Ikir seria completa. Sin embargo se mostré que
también inhibiria una porciéon de Ikj. Por lo tanto para separar el componente

dependiente del voltaje del independiente y obtener una estimacioén de Ikir se le resto la
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corriente de fuga (independiente del voltaje) luego del experimento (off-line) (figura 21).
El componente de fuga fue aproximadamente 60pA. La amplitud de Ikir dependiente del
voltaje obtenida a -120mV fue de -182,6 + 20,5pA y su activacién presenté un
componente instantdneo, mas un componente lento que alcanzd el méaximo en 35ms,
confirmando la necesidad de bloquear Ikir para medir Ih especialmente a potenciales
hiperpolarizados a los que el delay de Th es mas pequefio. El potencial de reversion de
Ikir fue cercano al potencial de reversién del K, lo que indica que la aplicacién de Ba**
200uM bloquea canales selectivos para K (figura 21). La cinética de activacion rapida y
la dependencia del voltaje de la corriente obtenida de esta manera fueron coherentes con
la presencia de una corriente mediada por canales Kir en estas neuronas.
Consistentemente con estos resultados se reportd la presencia de Ikir e Ik a
recientemente en estas neuronas piramidales donde encontraron una Ig, de iguales
caracteristicas a las mostradas aqui, que pudo ser reproducida bien por un modelo
matematico que incluy6é ambos canales, Kir2 (Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3) y Kjeax (KCNK3 y
KCNKD9), cuyos ARNm se encontraron en NPLV de la corteza prefrontal mediante PCR
reversa en célula unica (Goldstein y col., 2001; Day y col., 2005).

Contribucion de Ikir al potencial de reposo

La aplicacién de Ba** 200uM en modo fijacion de corriente provocd la
despolarizacion del potencial de reposo 6,2mV concomitantemente al aumento de la Rm.
Esto sugiere la contribucién de una corriente mediada por canales de K™ al potencial de
reposo, pudiendo ser tanto Ikjeax como Ikir o ambos. Sin embargo al aplicar Ba?* 50uM
también se observé una despolarizaciéon del potencial de reposo, indicando que
efectivamente canales tipo Kir también contribuyen a su mantenimiento (datos no
mostrados). Esto es coherente con lo observado en otras neuronas (Takigawa y
Alzheimer, 1999; Funahashi y col., 2003), e indica que a pesar de que los canales Kir2
son rectificadores fuertes pueden contribuir al mantenimiento del potencial de reposo
(Nichols, 1997). El Cs", bloqueante tanto de Ikir como de Ih, aplicado en el medio
extracelular provoc6 una hiperpolarizacion de 6mV debido a la inhibicién de [h. La
inhibicion que este i6n ejerce sobre los canales Kir qued6 ocluida respecto de su efecto
sobre canales HCN probablemente porque presenta menor ICsg para [h (100-200uM) que
para Ikir (10-50mM) (Khakh y Henderson, 1998; Coetzee y col., 1999; Okabe y col.,
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1999).

Estas evidencias sugieren que las NPLV poseen canales tipo Kir que contribuyen al
potencial de reposo junto a Ikj. para mantenerlo a potenciales mas hiperpolarizados
como en otras neuronas centrales (Uchimura y col., 1989). Se ha propuesto que en NPLV
la presencia de Ikja € Ikir contribuyendo al mantener el potencial de reposo a
potenciales hiperpolarizados permiten mantener Ih parcialmente activa, posibilitando a

esta ultima a deactivarse ante potenciales despolarizantes (Day y col., 2005).
Caracterizacion de Th
Sensibilidad a bloqueantes no selectivos

Los experimentos en los que se estudiaron las caracteristicas de Th se realizaron
en presencia de Ba** 200uM para inhibir Ikir. Concentraciones de Ba®* mayores
inhibieron Ih, indicando que, al igual que en células CA1 de hipocampo (van Welie y
col., 2005), para estudiar Th en las NPLV el Ba*" debe ser utilizado a concentraciones
micromolares, y no del orden milimolar como ha sido utilizado en muchos trabajos.
También se utilizaron bloqueantes de canales de K" (TEA y 4-AP), de Na" (TTX) y Ca**
(Cd*, Co** o Ni*") para reducir la posibilidad de contaminacién por corrientes que se
activan a potenciales despolarizados respecto del potencial de reposo (-50mV) como la
corriente transitoria de K” tipo A, la corriente de sodio persistente (INap), los canales de
Ca®" de bajo umbral y los potenciales de accion. En varios tipos celulares ha sido
ampliamente probado que Ih es resistente a todas estas drogas (Takahashi, 1990;
Solomon y Nerbonne, 1993b; Travagli y Gillis, 1994; Mercuri y col., 1995; Pape, 1996),
inclusive en la corteza cerebral (Budde y col., 1994; Berger y col., 2001). De todas
formas en experimentos preliminares se evalud el efecto de las drogas utilizadas en las
NPLYV durante este trabajo en las siguientes concentraciones: TEA 10mM, 4-AP 2mM,
TTX 1uM y Cd** 100uM, y ninguno de estos bloqueantes mostré tener efectos sobre Th

(datos no mostrados).
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Efecto de ZD7288 sobre las corrientes activadas por hiperpolarizacion

De acuerdo a lo esperado este bloqueante ejercié una inhibicion dependiente de la
dosis sobre el componente lento de la corriente activada por hiperpolarizacion
confirmado de esta forma que se trataba de [h (figura 22). ZD7288 inhibi6 Ih con un ICsy
de 1,6 = 0,6uM a -90mV, un potencial cercano al Vs (-83,6). Este valor de inhibicion
fue similar a los obtenidos en otros trabajos donde Ih se evocé a potenciales similares.
Por ejemplo en neuronas dopaminérgicas de la sustantia nigra evocando [h con un pulso
de -60 a -97mV se reportaron valores de ICsy de 2uM (Harris y Constanti, 1995), en
neuronas CAl de hipocampo de 10,5uM (pulso de -60 a -100mV) (Gasparini y
DiFrancesco, 1997) y en bastones fotorreceptores de 6uM (pulso de -35 a -115mV)
(Satoh y Yamada, 2000). Hay que tener en cuenta que como el ZD7288 presenta un
bloqueo dependiente del voltaje por cual tiende a liberarse a potenciales hiperpolarizados
(Shin y col., 2001) el ICsq aparente sera mayor cuanto mayor es el pulso hiperpolarizante
con el cual se evoco Th. Por esto se calculd el ICsp a un valor cercano al Vso (-90mV).
También es posible que canales HCN compuestos por diferentes subunidades presenten
distintas sensibilidades al ZD7288. Aunque no hay estudios comparativos al respecto se
sabe que la subunidad HCN1 expresada en células HEK293 present6 un ICsy para
ZD7288 de 40uM a -110mV (Shin y col., 2001). Sin embargo en casi todas las neuronas
se ha encontrado la expresion de mas de una subunidad y no hay estudios de sensibilidad
al ZD7288 con subunidades coexpresadas en sistemas heter6logos. En los ejemplos
anteriores no hay relacion entre el ICsg y la expresion de subunidades HCN en cada tipo
celular. Los fotorreceptores solo expresarian la subunidad HCN1, mientras que las
células dopaminérgicas se diferencian de las neuronas piramidales corticales, de las CAl
de hipocampo y los fotorreceptores de retina, en que no expresarian la subunidad HNC1
(Moosmang y col., 2001; Notomi y Shigemoto, 2004). Por lo tanto no se puede inferir la
composicion de subunidades en base a la sensibilidad al ZD7288.

El ZD7288 también bloqueo parcialmente el componente rapido de la
corriente activada por hiperpolarizacion (Iini). Este efecto inesperado podria indicar la
existencia de un componente rapido de Ih incluido en [ini, o alternativamente, que
ZD7288 inhiba otra corriente ademas de Ih. A continuaciéon se analizan ambas
posibilidades.

Aunque el ZD7288 es ampliamente utilizado como bloqueante selectivo de Ih, algunas
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publicaciones recientes ponen en duda dicha selectividad. En principio se observé que
esta droga induce cambios en la eficacia de la transmision sindptica en las fibras
musgosas de hipocampo por un mecanismo independiente de Ih, ya que el bloqueo de Th
con Cs” no reprodujo los cambios en la transmisién sinaptica (Chevaleyre y Castillo,
2002). Luego se vio que ZD7288 inhibi6 receptores de glutamato tipo AMPA y NMDA
lo que podria explicar los cambios observados en la transmision sinaptica (Chen, 2004),
pero no la generacion de un corriente rapida observada durante la hiperpolarizacion
como la que esta en discusion. También se reporté que el ZD7288 bloqueaba canales de
Ca®" tipo T (de bajo umbral) que median la reaccién acrosomatica en esperma de raton, y
todos los canales tipo T clonados y expresados en sistemas heterélogos (Felix y col.,
2003). Si bien los canales de Ca®" tipo T se activan a potenciales cercanos al reposo
(aproximadamente -65mV), estos presentan una fuerte inactivacion cuando son
mantenidos a potenciales despolarizados (Sayer y col., 1990) y no generan corriente
cuando se aplica un pulso hiperpolarizante. En los experimentos realizados en fijacion de
voltaje durante este trabajo las células fueron mantenidas a -50mV, lo que inactiva los
canales T e imposibilita que contribuyan a la corriente activada por hiperpolarizacion.
Como se explicod en la introduccion, existen evidencias que indican que canales
HCN expresados en sistemas heterdlogos tienen un componente instantdneo y/o rapido
(Yu y col., 2001; Proenza y col., 2002; Qu y col., 2004; Proenza y Yellen, 2006). Esto
abre la posibilidad de que una Ih con componente de esas caracteristicas se exprese en
las NPLV, aunque hasta ahora no existen reportes que lo hayan mostrado en ninguna
célula del sistema nervioso. Si Th en las NPLV expresara un componente instantaneo o
rapido, debido la manera utilizada para calcular [h (como Iee — Iini), seria parte de lini
(figura 17), induciendo un error de subestimacioén de Ih. Si esto fuese cierto [h y la
corriente sensible a ZD7288 20uM (Izp) deberian ser diferentes ( Izp > Ih), pero como se
mostré en la figura 24, Th estimada de cualquiera de las dos maneras, como Iee — Iini o
como Izp reprodujo curvas [-V que no fueron significativamente diferentes (figura 24).
Sin embargo las curvas [-V promedio de Izp muestran una tendencia a ser mayores en
todo el rango de voltajes, lo puede interpretarse como que un componente rapido
pequeifio de Ih realmente quede incluido en Iini. Aunque la diferencia entre las curvas no
sea significativa existen motivos para pensar que en componente rapido de Th esta
presente y explicaria el efecto de ZD sobre lini. La primera es que la curva de Izp fue

realizada en presencia de ZD7288 20uM que bloquea entre el 80 y 90% de Ih (figura
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22C) lo que indica que si se hubiese utilizado una concentracion mayor seria posible que
la diferencia entre las curvas fuese significativa. Por otra parte la velocidad de activacion
de Izp fue de 24ms a -120mV (figura 24), un valor lo suficientemente rapido como para
que una porcion de Izp pueda superponerse con lini ya que esta se midié entre 10 y 40ms
del inicio de la hiperpolarizacion. Estas evidencias apoyan la posibilidad de que Ih tenga
un componente lo suficientemente rdpido como para que el cdlculo de Ih esté
subestimado ligeramente y por lo tanto ZD7288 inhiba Iini.

Las caracteristicas de Izp e Iz, muestran que son corrientes claramente diferentes.
Mientras Ip, se activa rapidamente con un maximo a los pocos milisegundos para luego
inactivarse lentamente (figura 21), Izp se activa mas lentamente (cientos de milisegundos
en llegar al mdximo) sin sufrir inactivacion (figura 26). Las estimaciones de los ty a -
120mV fueron de 35ms para Ig, y de 180ms para Izp. A pesar de estas diferencias, el
componente rapido de Izp tiene un grado de superposicion con el componente lento de

Iga, lo que reafirma la necesidad de usar bloqueantes de Ikir para medir [h.

Contribucion al potencial de reposo

La aplicacion de los bloqueantes ZD7288 (figura 25) o Cs" (datos no mostrados)
provocaron una hiperpolarizacion del potencial de reposo 6,9mV y 6mV
respectivamente. Esto significa que [h contribuye activamente a mantener el potencial de
reposo despolarizado unos 7mV en NPLV. La participacién de Ih en el potencial de
reposo es coherente con la curva de activacidon que indica que Ih estaria activa entre el 5
y 20% en el rango de potenciales de reposo (figura 28). Th contribuye al mantenimiento
del potencial de reposo en préacticamente todas las células en las que se ha descripto

(Pape, 1996).
Propiedades biofisicas de Ih
Limitaciones de la técnica de fijacion del voltaje
Los parametros biofisicos obtenidos utilizando la técnica de fijacion de voltaje
con una sola pipeta son especialmente susceptibles a errores y pueden ser importantes en

las partes distales de células tan extensas como las piramidales, especialmente con

cambios de potencial importantes. Para reducir este error se tomaron algunos recaudos
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(ver materiales y métodos) pero a pesar de estos la fijacion de voltaje en los procesos
lejanos de estas neuronas es imposible de controlar. Esta limitacién puede evitarse
mediante la realizacion de registros dendriticos en modo cell attached (Magee, 1998;
Stuart y Spruston, 1998), donde se registra la actividad de una muy pequefia pocién de
membrana, pero que contiene suficiente cantidad de canales como para detectar
corrientes macroscopicas. Sin embargo a diferencia de las neuronas piramidales CA1 de
hipocampo y de corteza somatosensorial, las dendritas apicales de las neuronas
piramidales de la corteza prefrontal poseerian menor calibre y no se encuentran en un
mismo plano, dificultando esta estrategia (Day y col., 2005). Probablemente esto
explique la casi inexistencia de trabajos de registros dendriticos en NPLV de la corteza
prefrontal. Day y colaboradores utilizaron un modelo computacional para estudiar el
impacto de una fijacion de voltaje deficiente en las mediciones de corrientes mediadas
por canales dependientes de voltaje en neuronas piramidales. En concordancia con lo
descripto en estudios previos (Rall y col., 1992), observaron que aunque la corriente Th
de NPLV pudo ser aceptablemente reproducida por el modelo, los voltajes dendriticos de
las simulaciones se desviaron significativamente del potencial somatico especialmente a
los potenciales mas hiperpolarizados (-90 a -120mV), concluyendo que las conductancias
maximas, la cinética de activacion y la dependencia del voltaje registradas a esos
potenciales estarian subestimadas utilizando registros somaticos.

Los resultados obtenidos fueron analizados y discutidos en funcién un importante
numero de trabajos realizados en condiciones similares y de otras técnicas como cell-
attach teniendo en cuenta las anteriores limitaciones. Como se muestra a continuacion
los parametros biofisicos de Th (1, Vs, Ein), obtenidos mediante registros somaticos en
configuracion célula entera fueron similares a los reportados tanto en modo célula y

modo cell-attached de otras neuronas piramidales.

Cinética y amplitud

La cinética de activacion de [h presentd las caracteristicas distintivas de esta
corriente, un curso temporal sigmoideo debido a un delay de algunos milisegundos y
seguidamente un desarrollo lento hasta alcanzar el estado estacionario en
aproximadamente 2s (figura 27A) La activacion se ajustd significativamente mejor a

ecuaciones exponenciales con dos constantes de tiempo, una rdpida del orden de los
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100ms (tr) y otra de mas de 1 segundo (t). Otras neuronas también poseen lh cuya
activacion responde mejor a dos constantes de tiempo, por ejemplo las neuronas
piramidales de corteza somatosensorial (Spain y col., 1987), neuronas piramidales de la
corteza visual (Solomon y Nerbonne, 1993a) y neuronas del ganglio de la raiz dorsal
(Wang y col., 1997), realizados todos con registros somaticos de la célula entera. En
otras células se ha encontrado que la activacion de Ih se describi6 mejor con una
exponencial simple, como en neuronas relevo talamicas (McCormick y Pape, 1990b),
neuronas piramidales CA1 de hipocampo (Maccaferri y col., 1993; Pedarzani y Storm,
1995), neuronas dopaminérgicas (Mercuri y col., 1995), neuronas de la amigdala
(Womble y Moises, 1993) y neuronas del area postrema (Funahashi y col., 2002),
también realizados en configuracion célula entera. Por lo tanto, aunque la interpretacion
de la constante de tiempo lenta debe ser cautelosa en los experimentos realizados con un
solo electrodo porque puede deberse a un control incompleto del voltaje, los
antecedentes sugieren que la presencia de una o mas constantes de tiempo depende del
tipo celular (Santoro y Tibbs, 1999). En trabajos donde se caracterizo [h en
configuracion cell-attach de dendritas de células piramidales, la activacion se ajust6 bien
a una exponencial simple tanto en hipocampo (Magee, 1998) como en neuronas
piramidales de la corteza somatosensorial (Williams y Stuart, 2000; Berger y col., 2001),
sugiriendo que en los trabajos realizados anteriormente con un electrodo somatico que
informaron dos constantes de tiempo podrian ser erréneos. Sin embargo, algunos
estudios (Magee, 1998; Berger y col., 2001) realizaron ajustes a tiempos cortos (~100ms)
donde solo se puede determinar la constante rapida (Solomon y Nerbonne, 1993a), por lo
tanto no se puede descartar la presencia de una lenta. Ademas, otra evidencia importante
que sugiere la presencia de dos T se obtuvo cuando se expresaron las subunidades HCN1
y HCN2, las encontradas en neuronas piramidales, en ovocitos de Xenopus. La
activacion de la corriente resultante se ajustd mejor a dos T que no se explicarian por dos
poblaciones de canales independientes, sino por una nueva poblacién formada por ambas
subunidades (Chen y col., 2001; Ulens y Tytgat, 2001a).

La constante de activacion rapida observada en este trabajo (tr ~170ms a -90mV)
coincide con la observadas en neuronas piramidales de corteza visual a temperatura
ambiente entre (Solomon y Nerbonne, 1993a) y con las registradas en otras regiones de
la corteza a temperaturas mas fisiolégicas tomando en cuenta que [h presenta un Qg

entre 2,5 y 4,5 (Spain y col., 1987; Magee, 1998; Santoro y Tibbs, 1999; Williams y
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Stuart, 2000). La constante de activacion rapida que poseen las neuronas piramidales se
diferencia de otras neuronas especialmente subcorticales como tdlamo y cerebro medio
que presentan activaciones mas lentas (McCormick y Pape, 1990b; Mercuri y col.,
1995). El componente rdpido de Ih determinaria que esta corriente tenga un mayor
impacto en los eventos rapidos que ocurren en una neurona no solo por su velocidad,
sino también porque en general contribuye con una mayor proporcidn a la corriente total
que la lenta (60-80% dependiendo del potencial). Como consecuencia de estos se
observo en células piramidales que eventos rdpidos como potenciales de accion (Spain y
col., 1991) y EPSPs (Magee, 1999) pueden ser regulados por Ih especialmente cuando
son evocados en trenes de aproximadamente 100ms de duracién. La constante de tiempo
lenta podria influenciar eventos de un orden temporal mayor como por ejemplo la
adaptacion en frecuencia de potenciales de accion y la AHP de duracion media y larga
(Spain y col., 1987; Schwindt y col., 1988).

La velocidad de activacion y la amplitud de Th calculadas en este trabajo (170ms
y 220 pA con un pulso de -50 a -90mV a temperatura ambiente) sugieren que en las
NPLV de la CPF Ih también podria tener un rol en fenémenos relativamente rapidos
ademds de su contribucién al mantenimiento del potencial de reposo. Por lo tanto la
presencia de dos constantes de tiempo durante la activacién de Th en estas neuronas
reflejaria que esta corriente tendria un mecanismo complejo con dos componentes que
pueden actuar a escalas de tiempo claramente distintas y por lo tanto pueden regular

fenomenos diferentes.

Rango de activaciony Vs

La curva de activacion de Th en el estado estacionario en funcién del voltaje
obtenida de las corrientes de cola relativas, ajustd bien a la ecuacién de Boltzmann.
Como ya se mencioné en la seccion anterior, la dependencia del voltaje muestra que Th
estaria activa entre un 5 y un 25% en el rango del potencial de reposo. El rango de
activacion de Th en estas neuronas es muy similar al descripto en otras células
piramidales, comienza a activarse a -50/-60mV y alcanza la conductancia méxima
alrededor de -110/-120mV (Pape, 1996), inclusive con lo reportado en registros
realizados en modo cell-attach sobre neuronas piramidales (Williams y Stuart, 2000;

Berger y col., 2001). Recientemente se caracteriz6 por primera vez la corriente de canal
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nico de sistema nervioso en neuronas piramidales CA1 de hipocampo (Simeone y col.,
2005), donde se confirmaron valores similares de dependencia del voltaje.

El voltaje de activacion media (Vso, figura 28) en las NPLV de la corteza
prefrontal fue de 83,6 + ImV con una pendiente (m) de 11,4 £ 0,7. El V5o es muy similar
a lo descripto en corteza somatosensorial (-82mV) (Spain y col., 1987) y visual (-81mV)
(Solomon y Nerbonne, 1993b) mediante registros somaticos; y unos 10mV mas
despolarizado que lo descripto mediante cell-attach en dendritas de neuronas piramidales
de corteza somatosensorial (-92mV y -95mV) (Williams y Stuart, 2000; Berger y col.,
2001) e hipocampo (-90mV) (Magee, 1998). La caracterizacion de las propiedades de
canal unico de Th del soma de células CA1 de hipocampo mostraron un Vso de -81mV
(Simeone y col.,, 2005). Este parametro fue practicamente independientes de la
temperatura (Williams y Stuart, 2000). Estos datos indican una diferencia del Vso debida
a la localizacion celular, como se reporté en células CA1 de hipocampo mediante cell-
attach donde se mostraron valores de Vsy de -82mV en los patch somaticos y -90mV en
los patch dendriticos (Magee, 1998). Esta diferencia entre del Vso Th en el soma y las
dendritas no fue reportada en neuronas piramidales de corteza, pero por las diferencias
observadas entre los trabajos de registros sométicos de célula entera (Spain y col., 1987;
Solomon y Nerbonne, 1993b) y dendriticos (Magee, 1998; Williams y Stuart, 2000;
Berger y col., 2001) es posible que también exista, ya que como se mencion6 al inicio de
esta seccion los registros somaticos subestiman el aporte de corrientes dendriticas. Dos
explicaciones posibles para esta diferencia son una distribucion asimétrica de las
subunidades que se expresan en estas estructuras (HCN1 y HCN2) o una concentracion
citoplasmatica diferente de algun regulador como el AMPc. Sin embargo no hay al
momento evidencias que sustenten alguna de hipétesis. La distribuciéon de ambas
subunidades se superpone, especialmente en las dendritas de células piramidales.

La pendiente de las curvas de activacion obtenidas en los trabajos mostrados en el
parrafo anterior vari6 entre 6 y 13, también consistente con la calculada en este trabajo
en las NPLV de la CPF (11,4). Este valor de pendiente de la curva de activacion se
revelé como una de las mas altas indicando un fuerte dependencia del voltaje, que llega a
ser casi el doble que en la corteza somatosesorial y visual, pero dentro del rango los
valores descriptos tanto en tejidos como con las subunidades HCN1 y HCN2 expresadas

en ovocitos (Ulens y Siegelbaum, 2003).
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El potencial de reversién estimado para Ih (Ep) en las NPLV fue de -17,6
2,4mV, y se ubicd en el limite superior del rango de los valores reportados en diversos
grupos de neuronas, -50mV y -20mV (Pape, 1996), a concentraciones normales de iones
intra y extracelulares. En neuronas piramidales de corteza visual e hipocampo se
reportaron Ej, de -22mV y -17mV respectivamente (Maccaferri y col., 1993; Solomon y
Nerbonne, 1993b), mientras que en corteza somatosensorial se reportaron valores
cercanos a -50mV (Spain y col., 1987; Berger y col., 2001). El valor de Ej, obtenido es
consistente con una corriente llevada por iones K"y Na". La diferencia entre el Ep, y el
potencial de reposo de estas neuronas (~50mV) sugiere que en condiciones de reposo Ih
cuenta con un importante driving force y que por lo tanto con una pequefia proporcion de
canales activados podrian generar una Ih que contribuya significativamente al potencial

de reposo.

Regulacion por nucleétidos ciclicos

La regulacion de Ih a través de los niveles d¢ AMPc es una de las propiedades
que la hacen mas interesante. Los efectos de receptores asociados a proteinas G sobre ITh
a través de la regulacion de la concentracion de AMPc, pero independientes de
fosforilaciones, ha sido reportado en una gran cantidad de de neuronas, por ejemplo en
neuronas talamocorticales (Pape y McCormick, 1989; McCormick y Pape, 1990a), en
neuronas dopaminérgicas del VTA (Jiang y col., 1993; Liu y col., 2003), en bastones
fotorreceptores de la retina (Akopian y Witkovsky, 1996), en motoneuronas (Larkman y
Kelly, 1997), en neuronas de la region CA1l de hipocampo (Gasparini y DiFrancesco,
1999; Bickmeyer y col., 2002), etc. Sin embargo, la modulacién de Th por monoaminas
en neuronas piramidales de la corteza cerebral ha sido dificil de observar a pesar de que
en la corteza se expresan varios tipos de receptores de dopamina, serotonina y
noradrenalina, y llegan terminales con los tres tipos de monoaminas. Solo dos trabajos
reportaron un efecto de la serotonina sobre Th. Ambos mostraron que la serotonina
aumento la activacion de Ih, uno en corteza somatosensorial (Spain, 1994) y otro en CPF
pero solo durante una ventana de 5 a 15 dias postnatales (Zhang, 2003). Al mismo

tiempo otros estudios en CPF no han reportado efectos de monoaminas sobre Th a pesar
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de que esta corriente estaba presente en las neuronas registradas (Yang y Seamans, 1996;
Berger y col., 2001), sugiriendo cierta insensibilidad diferencial de Ih en estas células
(Kole y col., 2006).

Durante el desarrollo de esta tesis se estudié la posible modulaciéon de Th por
dopamina y serotonina sobre la amplitud de Th a -90 0 -120mV pero ninguna de las dos
mostré tener efecto en un numero importante de experimentos realizados (datos no
mostrados). En algunas neuronas la serotonina aument6 lini, y a juzgar porque su efecto
fue bloqueado en presencia de Ba*" 200uM, se traté de una corriente de K™ aunque no
fue posible distinguir si el efecto estaba mediado por Ikir o Ik (experimentos no
mostrados). La ausencia de regulacion de serotonina sobre [h podria explicarse porque
fue estudiado en una ventana temporal (15-20dias postnatales) donde la respuesta a de
estas células serotonina estaria reducida por baja expresion de algunos de sus receptores
(Zhang, 2003), aunque también se ha descripto que el efecto de la serotonina depende del
subtipo de neurona piramidal (Spain, 1994). La falta de sensibilidad a dopamina debe
enmarcarse en un contexto mas complejo que con otras monoaminas. Existen decenas de
trabajos mostrando efectos de este neurotransmisor sobre diferentes aspectos de la
fisiologia de las neuronas corticales pero muchas veces antagénicos (Penit-Soria y col.,
1987; Geijo-Barrientos y Pastore, 1995; Yang y Seamans, 1996; Gulledge y Jaffe, 1998;
Seamans y col., 2001; Seamans y Yang, 2004), y no parece haber una causa que explique
esta variabilidad.

Para estudiar si la ausencia de modulacién por monoaminas se debia a que [h en
estas neuronas era insensible a los nucledtidos ciclicos se utilizé el 8Br-AMPc, un
analogo del AMPc. Cuando el 8Br-AMPc fue incluido en la soluciéon de pipeta y las
neuronas fueron registradas por periodos de aproximadamente 30min, se observé un
aumento significativo de la amplitud de Th a -90mV respecto de las neuronas registradas
en la solucion control (figura 30). De esta forma se previno el decaimiento o run down de
Ih observado en la solucidn control sin sistema regenerador de ATP. Analizando las
curvas de activacion se observé que hubo un corrimiento significativo de la curva unos
6mV a la derecha. El 8Br-AMPc no aument? significativamente la corriente maxima a -
120mV un resultado que apoya un mecanismo de acciéon que no involucra un aumento de
la conductancia maxima sino un cambio en la sensibilidad al voltaje. Estos resultados
indican que [h en estas células es sensible a los nucleotidos ciclicos, pero a juzgar por el

decaimiento significativo a partir de ~20min con la solucién control, y su prevencion con
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8Br-AMPc, la concentracion intracelular de nucledtidos ciclicos seria suficiente para
mantener la curva de activacion de Th a potenciales relativamente positivos. Por lo tanto
un aumento de AMPc mediado por neurotransmisores podria no ser efectivo para correr
aun mas la curva hacia la derecha.

El grado de sensibilidad a los nucledtidos ciclicos observado como el
corrimiento de la curva de activacion aproximadamente +6mV es similar al observado en
sistemas de expresion con ambas subunidades, HCN1 y HCN2, donde se mostr6 que el
AMPc corrid la curva de activacion de esta subunidad entre +7 y +14mV, mientras que
HCNI1 sola fue de 0 a +4mV (Chen y col., 2001; Ulens y Tytgat, 2001b). Sin embargo
contrasta con lo descripto por Kole y colaboradores (2006) que describieron que Ih en
dendritas de neuronas piramidales de la corteza somatosensorial medida por cell-attach
fue resistente a concentraciones saturantes de 8Br-AMPc en la pipeta.

La extension de la dendrita apical de las neuronas piramidales y la concentracion
de canales HCN en estas dendritas también podrian explicar la dificultad encontrada para
detectar la regulacion por monoaminas especialmente si el efecto es moderado, ya que
como se discutié anteriormente una dendrita apical tan prominente hace virtualmente
imposible controlar el voltaje en las partes lejanas mediante registros somaticos

precisamente donde los canales HCN estarian mas concentrados.
Contribucién de Ih al AHP

La contribucién de Th al AHP se habia estudiado en neuronas piramidales de
hipocampo y corteza somatosensorial mediante registros electrofisiolégicos y el
modelado matematico de los parametros obtenidos. Esos estudios concluyeron que Th
puede contribuir al AHP especialmente a la fase de repolarizacion (Schwindt y col.,
1988; Storm, 1989). En el presente trabajo se observé que ZD7288 o Cs' inhibian el
AHP, sugiriendo que Ih contribuyendo también a la generacion y no solo a la
repolarizacion del AHP, como habia sido mostrado en neuronas talamocorticales
(McCormick y Pape, 1990b). Para estudiar el grado de participacion de [h en las AHP de
las NPLV de la CPF primero se midid la amplitud de la AHP a tres potenciales y se
encontré que a -80mV era significativamente mayor que a -70 o -60mV, un resultado
inconsistente con que el AHP estuviera mediado por canales de K*. Luego, utilizando
bloqueantes de la entrada de Ca®* se encontré que estos reducian totalmente la AHPm a -

60mV, parcialmente a -70mV y no tenian efecto a -80mV, confirmando que a
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potenciales hiperpolarizados no hay contribuciéon de canales K¢, Cuando se pasé el
bloqueante de Th ZD7288 se obtuvo un resultado opuesto, la amplitud de la AHPm se
inhibi6 totalmente a -80 y -70mV mientras que no se vio afectada a -60mV. Estos
resultados muestran que Th puede contribuir al AHPm incluso en el potencial de reposo
junto con canales K¢, y reemplazar totalmente las corrientes de K™ a -80mV. En
neuronas de la region CAl de hipocampo recientemente se a publicado un resultado
similar. En estas células la amplitud de la AHP a potenciales despolarizados estaria
controlado por Iy mientras que a potenciales hiperpolarizados por [h, como lo observado
en esta tesis (Gu y col., 2005).
Resulta sencillo entender como Ih contribuye a la repolarizacion de la
AHP porque es una corriente despolarizante; pero no es intuitivo como puede contribuir
a la generacion de una hiperpolarizaciéon. Esto se puede entender si consideramos una
célula que al potencial de reposo Ih estd parcialmente activa y contribuye al
mantenimiento del potencial de reposo y la resistencia de membrana (como las
estudiadas en este trabajo). La despolarizacion de la célula mantenida en el tiempo
deactiva [h, lo que provoca un sag hiperpolarizante y aumenta la resistencia de
membrana. Cuando el estimulo despolarizante se cierra, el potencial no regresa al valor
original sino a uno mds hiperpolarizado. Dos factores contribuyen a la fase
hiperpolarizante de la AHP: uno, el sag producido por la despolarizacion previa llevando
el potencial a un valor mas hiperpolarizado, del cual parte el cierre de la despolarizacion;
dos, durante la deactivacion de Ih por el pulso despolarizante aumenta la resistencia de
membrana permitiendo un mayor cambio del potencial para el mismo pulso de corriente,
pero ahora hiperpolarizante. Luego, a medida que [h se activa con la propia
hiperpolarizacion contribuye a la repolarizacion del potencial dando como resultado un
AHP muy similar al clasico mediado por K¢, (figura 5). A diferencia de la contribucion
de Th a la repolarizacion (fase de subida) de la AHP, su contribucion a hiperpolarizacion
(fase de bajada) no implica el pasaje de corriente idnica sino que su propia deactivacion
genera el efecto hiperpolarizante hasta el comienzo de su activacion (Nicoll y col., 1993;
Magee, 1999; Robinson y Siegelbaum, 2003).
El mismo principio es el que explica como [h reduce la duraciéon de los EPSP
evitando una mayor sumacién temporal cuando ocurren a una frecuencia suficiente
(Nicoll y col., 1993; Magee, 1999); y de manera similar se puede aplicar al efecto de [h

sobre los BAP que motivaron la siguiente parte de este trabajo.
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La contribucién de Th permitiria que una célula cuyo potencial de reposo estd
unos pocos milivoltios hiperpolarizada respecto del reposo siga teniendo una AHPm
igual o mayor que a potenciales mas despolarizados. Como se menciond en la
introduccién todas las NPLV poseen adaptacion de la frecuencia de disparo, una
caracteristica que estaria mediada por la AHPm y regula su excitabilidad limitando la
frecuencia de potenciales de accion. La contribucion de Th al AHPm a potenciales
relativamente hiperpolarizados le permite a la célula conservar esta caracteristica de su
patrén de disparo en un rango de voltaje en donde la contribucién de los canales Kc,,
clasicos mediadores del AHP, ya no podrian contribuir. Como se mostr6 en la figura 35,
inclusive a potenciales dentro del rango del reposo de estas neuronas (-70mV) los
canales K¢, ya comenzarian a tener menor peso sobre el AHP mientras Th contribuiria

significativamente.
Efecto de Ih sobre los potenciales propagados en la dendrita apical

Como se menciond anteriormente el efecto de Ih sobre los potenciales
transmitidos por la dendrita apical de las neuronas piramidales ha sido estudiado en los
EPSP con resultados novedosos que ayudan a entender mejor la integracion sinaptica
(Magee, 1999; Williams y Stuart, 2000), pero sin embargo el efecto de [h sobre un
fenémeno descripto recientemente con importantes implicancias, como son los
potenciales de accién propagados activamente del soma hacia las dendritas (BAP), no ha
sido investigado salvo muy someramente en el mismo trabajo que describi6 el efecto de
[h sobre la integracion de EPSP (Magee, 1998). Actualmente se cree que la mayor
importancia de los BAP reside en su coincidencia temporal con los EPSP lejanos y que
de esta forma generen cambios en la eficacia sindptica (Magee y Johnston, 1997), o
alcancen el umbral de potenciales de Ca®" dendriticos con la posibilidad de que estos
cambien las propiedades de disparo de las neuronas piramidales (Stuart y Hausser,
2001). En el trabajo que estudiaron el efecto de [h en los BAP, lo hacen en presencia de
Cs" y encuentran un aumento leve de la duracion del los BAP registrados en la dendrita
apical de células CA1 de hipocampo (Magee, 1998).

En estos experimentos se encontr6 que [h regula también el curso temporal de los
BAP en NPLV. Para ello utilizamos un indicador fluorescente de la concentracion de
Ca®* que también es un buen estimador del grado de despolarizacién que ocurre en un

determinado sitio celular (Waters y col., 2005). Se registré el cambio de fluorescencia en
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el soma y la dendrita apical cercana (50-150uM) provocado por un tren de potenciales de
accién somaticos a 50Hz, antes y durante la aplicacién de ZD7288 o Cs’. Luego de la
inhibicion de Ih, la amplitud de los transitorios de Ca>* provocados por los BAP aument6
significativamente (20%) en la dendrita apical, mientras que no cambi6 en el soma. Estos
resultados sugieren que los BAP son influenciados por la presencia de Ih en las dendritas
lo suficiente como para modificar la entrada de Ca**. El aumento de la entrada de Ca®"
durante el bloqueo de Ih estaria relacionado con un aumento de la duracién de los BAP,
que mantendria mas los canales de Ca*" dependientes de voltaje abiertos durante mas
tiempo. Es decir que. Ih estaria acortando la duracién de los BAP y por lo tanto el tiempo
que despolarizan la membrana, y por lo tanto ejerceria el control sobre la entrada de Ca*"
a través de canales de Ca®" dependientes de voltaje en la dendrita apical proximal
(Markram y col., 1995).

El aumento de Ca>" observado en estas condiciones no se debi6 a potenciales de
accion dendriticos, ya que la frecuencia utilizada es mucho menor a la frecuencia minima
(frecuencia critica) para llegar al umbral de potenciales de accion de Ca’" dendriticos en
estas neuronas en ausencia de EPSP. La frecuenca critica de estas neuronas es bastante
variable pero oscila normalmente entre 60 y 200Hz (Larkum y col., 1999b). Algunas
células en las que, en registros somaticos, se observaron potenciales regenerativos de
Ca®" luego del bloqueo de Ih, no fueron incluidas en el andlisis. Sin embargo estas
células (no mostradas) indican que al bloquear [h es mas probable que los BAP generen
potenciales de accion de Ca*" dendriticos.

Este mecanismo fue confirmado recientemente registrando la propagacién de un
tren de BAP en presencia de ZD7288 donde observaron que, al igual que ocurre con los
EPSP, también los BAP aumentan la sumacién temporal manteniendo el potencial de
membrana despolarizado durante mas tiempo (Berger y col., 2003). Previamente se habia
reportado en NPLV que la entrada de Ca’" inducida por BAP es mediada solamente por
canales de Ca®" dependientes de voltaje (Markram y col., 1995). Berger y colaboradores
(2004) mostraron ademas que el bloqueo de Ih reduce la frecuencia critica de potenciales
de accidén somadticos necesaria para alcanzar el umbral de disparo de potenciales
regenerativos de Ca’" en la dendrita apical. Es decir que Ih reduce la posibilidad de que
un potencial de accidon somético alcance el umbral de disparo de las dendritas distales.

De esta forma, Th junto con otras conductancias presentes en las dendritas

controlaria el flujo de informacién somatodendritico que comunica la via de salida de
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informacion (el sitio de iniciacién de potenciales de accion somaticos) con la via de
entrada de informacion en las dendritas, que incluye el sitio de iniciacién de potenciales
de accion de Ca** y los EPSP. ;

La influencia de Th sobre los BAP podria estar repercutiendo sobre los procesos
que dependen de estos (ver introduceton), como el BAC-firing, que por coincidencia de
EPSP y BAP se genera un potencial de Ca** que induce el disparo en rafagas en el soma
(Larkum y col., 1999a), la plasticidéd sindptica también mediada por coincidencia de
BAP y EPSP (Magee y Johnston, 1997), o la liberaciéon de neurotransmisores de las
dendritas (Zilberter, 2000). :

Un aspecto que ha sido poco €studiado hasta el momento es la posibilidad de que
segundos mensajeros controlen los BAP (Tsubokawa, 2000; Gulledge y Stuart, 2003).
Esta posibilidad toma mas relevancia con la influencia que se mostr6 de Th sobre los
potenciales transmitidos a través de 13 dendrita apical y su sensibilidad al AMPc. Si bien
[h en las NPLV seria moderadamente sensible al AMPc (indujo un corrimiento de 6 mV
de la curva de activacién), las dendritas por ser compartimientos pequefios, podrian
presentar cambios importantes y localizados de la concentracion de AMPc con un
estimulo, haciendo mas factible que se induzcan cambios casi méximos de corrimiento
de la curva de activacion de [h. Un estudio de la regulacion de los BAP y el sitio de
iniciacion del potencial de accién por dopamina reportd recientemente resultados
negativos (Gulledge y Stuart, 2003). Sin embargo se demostré que la dopamina regula la
actividad de canales de Na', principales responsables de ambos fenémenos (Gorelova y
Yang, 2000; Maurice y col., 2001). Es necesario considerar que las técnicas utilizadas
pueden no ser las mds adecuadas i.)ara estudiar la regulaciéon fina y posiblemente
localizada, ya que los registros dendriticos seguramente interfieren con los cambios de
concentracion de mensajeros intracelulares y el analisis de imagenes de Ca*" no tiene una
adecuada resolucion temporal, ademds representa una medida indirecta de los cambios de
potencial (Waters y col., 2005). Estas -' cnicas han sido y estdn siendo muy utiles para
descubrir y caracterizar los BAP, pgo Probablemente haya que esperar el mejoramiento
de colorantes fluorescentes sensibl voltaje para poder estudiar los cambios sutiles
que podrian ocurrir durante la regulacién por neurotransmisores de fenémenos como los

BAP.
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Las neuronas piramidales de la lamina V de la corteza prefrontal poseen dos
corrientes activadas por hiperpolarizacién, Th e Ikir. Ambas contribuyen
activamente al mantenimiento del potencial de reposo de forma antagdnica,

mientras Th despolariza, Ikir hiperpolariza las neuronas.

Por las caracteristicas biofisicas (especialmente la cinética de activacion
rapida y la dependencia del voltaje) y la moderada sensibilidad a nucledtidos
ciclicos, ITh en neuronas piramidales de lamina V son similares a las
propiedades de canales HCN1 y HCN2 coexpresadas en sistemas heterélogos,

y a la [h descripta en otras regiones de la corteza.

Ih, junto con canales K¢,, contribuye a la AHP de duraciéon media dentro del
rango de potenciales de reposo de las neuronas piramidales. A potenciales de
membrana hiperpolarizados como -80mV, la AHP medio estd totalmente

mediado por [h, mientras que a -60mV solo contribuyena la AHP los canales

Kca.

La presencia de Ih en estas neuronas reduce la entrada transitoria Ca*"
inducida por potenciales de accion retropropagados (BAP), especificamente
en la dendrita apical sin afectar la del soma. Esto indica que posiblemente la
mayor concentracion de canales HCN dendriticos reduce la duracién de los
BAP. Por lo tanto [h contribuye mantener los compartimientos somatico y

dendritico eléctricamente mas alejados.
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