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RESUMEN

La hiperglicemia cronica genera cambios morfoldgicos en las células del sistema nervioso.
En el cerebro, los canales de potasio regulan la homeostasis io6nica y por ende la
excitabilidad neuronal. Las altas concentraciones de glucosa en el cerebro producen
cambios en el transcriptoma de los canales de potasio en algunas estructuras cerebrales
como en el l6bulo frontal y en la retina. En este sentido, este trabajo investigo el efecto
que produce la hiperglicemia cronica en el cerebelo de la rata postnatal. A través de la
extraccion de RNA total de cerebelo de ratas hiperglicémicas, transcripcion reversa y la
reaccioén en cadena de la polimerasa, se estudiaron los transcritos para los canales de
potasio de rectificaciéon entrante y tardia, y se compararon con los transcritos
correspondientes a aquellos en cerebelos sanos. Se encontrd que el cerebelo sano e
hiperglicémico, expres6 transcritos para los canales de potasio Kirl.l, Kir3.3, Kir4.1,
Kir6.2, Kv1.1, Kv3.1 y Kv4.1. Sin embargo, no se encontro la presencia de los transcritos
Kir2.1, Kir5.1 y Kv6.3. Estos hallazgos cientificos sugieren que la hiperglicemia crénica
no modifica la expresion de los canales de potasio de rectificacion entrante y tardia en las

células del cerebelo de la rata postnatal.



OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar los transcritos de canales de potasio de rectificacidon entrante y rectificacion

tardia en el cerebelo de la rata hiperglicémica.

Objetivos Especificos

1) Inducir en un modelo murino hiperglicemia cronica con estreptozotocina.

2) Identificar por medio de la reaccion de la transcriptasa reversa y la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) los transcritos de canales de potasio de
rectificacion entrante y rectificacion tardia en el cerebelo de la rata sana e

hiperglicémica.
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INTRODUCCION

El sistema nervioso (SN) estd compuesto por millones de células cerebrales que se
encargan de la recepcion, procesamiento y emision de informacion. Para que la
comunicacion celular se lleve a cabo se necesita la presencia de canales idnicos en la
membrana plasmatica, estos canales permiten el transporte de iones en funcién de su
gradiente electroquimico. Por ejemplo, los canales de potasio se encargan de regular la
excitabilidad neuronal, establecen el potencial de membrana basal y la repolarizacion de
membrana, controlan la frecuencia y la forma del potencial de accidn, la secrecidon de

hormonas y de neurotransmisores.

Enfermedades metabdlicas como la hiperglicemia (HG) genera complicaciones
neurovasculares graves y déficits cognitivos, causa cambios neuropatoldgicos como
edema, gliosis, muerte celular, deficiencia en la produccion de mielina y el engrosamiento
de las membranas basales de los capilares. Las células del sistema nervioso reflejan
cambios morfologicos y fisioldgicos a nivel esencialmente de la expresidn en sus proteinas
por esta patologia. A saber, las estructuras del cerebro reaccionan de maneras diferentes
ante una misma enfermedad. Por ejemplo, el cerebelo a diferencia de otras estructuras
cerebrales es mas resistente a la hipoglucemia debido a sus reservas de glucégeno y por
su capacidad de utilizar la fructosa. Sin embargo, poco se conoce sobre los efectos que
genera la HG en el cerebelo de los mamiferos. En este sentido y tomando en cuenta que
la diabetes mellitus es un problema de interés nacional (y mundial), este trabajo investigo
qué efectos genera la hiperglicemia crénica en el cerebelo de la rata referente a la

expresion de los canales de potasio de rectificacion entrante y tardia.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Sistema Nervioso

El sistema nervioso (SN) se divide en dos grandes subsistemas: el sistema nervioso central
(SNC) vy el sistema nervioso periférico. EI SNC esta conformado por el encéfalo y la
médula espinal. El encéfalo es la parte contenida en la béveda craneal y estd constituido
por el tronco encefélico, el cerebelo (CER), el diencéfalo y la corteza cerebral (Drake,
2015). El cerebro percibe y procesa la informacion del medio externo por medio
mecanismos eléctricos y quimicos desarrollados por sus unidades celulares. Por ejemplo,
los hemisferios cerebrales, constituidos por agrupaciones celulares bien definidas, son
responsables de procesar la informacidn somatosensitiva, y asimismo, de generar una
respuesta motora. Ademas, el 16bulo frontal es responsable de planear, procesar, organizar
y ejecutar conductas complejas como la toma de decisiones (Montiel-Herrera, 2018),
formar conceptos, generar un razonamiento abstracto, ser creativo, para ejecutar
movimientos de destreza y expresion de la conducta emocional planificada (Cabrales,
2015). Adicionalmente, el diencéfalo (tdlamo e hipotdlamo) se localiza entre las cortezas
cerebrales y el tronco del encéfalo, participa en la funcioén cognitiva, en el control de las
emociones, la memoria, y modula la percepcion sensorial y la conducta motora voluntaria
y el despertar. Cabe sefialar, que el hipotdlamo estd conformado por mas de 10 ntcleos
neuronales, que son los principales reguladores de la homeostasis celular, la secrecion de
hormonas que participan en la generacion de emociones y en el comportamiento racional
e irracional en el ser humano, y de interés para este trabajo, sobre la ingesta de agua y
alimentos (Montiel Herrera et al., 2018). Finalmente, el tronco del encéfalo (bulbo
raquideo, protuberancia y mesencéfalo) es una via de comunicacién entre la médula

espinal con el encéfalo y CER, y asimismo, modula funciones vitales como el ciclo suefio-
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vigilia, el ritmo cardiaco-pulmonar y anatdémicamente da origen a los pares craneales (III-
XII) que inervan estructuras musculares y retroalimenta la informacion de los érganos en

el cuerpo hacia el cerebro.

Cerebelo

El cerebelo (CER) es un 6rgano impar que se localiza en la porcion posteroinferior de la
boveda craneal detras del bulbo raquideo, la protuberancia y el cuarto ventriculo; esta
separado del cerebro por la tienda del CER (tentorio, una prolongacion de la dura madre
que proporciona sostén fisico a la parte posterior del cerebro) (Figura 1). E1 CER se une
al tronco del encéfalo por medio de tres pedinculos cerebelosos (Tortora y Derrickson,
2011). En el CER se distinguen dos hemisferios cerebelosos dividos en 1dbulos, unidos
por el vermis. El 16bulo floculonodular o arqueocerebelo, que esta relacionado con el
vestibular, l6bulo anterior o paleocerebelo, que recibe a los espinocerebelosos, gobierna
el tono postural y tiene como nucleo al globoso y emboliforme; y el 16bulo posterior o
neocerebelo que gobierna la motilidad voluntaria, recibe aferencias del cerebro y tiene
como nucleo al dentado (Figura 2) (Ferndndez, 2004; Dominguez-Carral, 2014; Moreno,

2012).

En un corte sagital del CER se puede observar sustancia blanca que se ramifica ("arbol de
la vida" de Herdéfilo) y se cubre de sustancia gris (corteza) que acaba en la superficie del
organo revestido por las meninges. En la corteza se diferencian dos capas: la capa
granulosa o granular y la capa molecular o plexiforme. Algunos autores lo dividen en tres
capas: granulosa, de las células de Purkinje y molecular. En la capa granulosa se
encuentran las células de Golgi, de Lugaro y la célula monodendritica o0 monopolar en
penacho. En la capa molecular estan las células estrelladas y en cesta. Entre ambas capas

se encuentra el soma de las neuronas de Purkinje (D’Angelo, 2018).
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Figura 1. Localizacién del cerebelo. Se encuentra localizado en la porcion posteroinferior
de la boveda craneal detras del bulbo raquideo y la protuberancia (modificada de Birchard,

etal., 2015).
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Figura 2. Clasificacion funcional del cerebelo. Se divide en 3 ldbulos: El lobulo
floculonodular o arqueocerebelo, regula el tono muscular y el control postural, el 16bulo
anterior o paleocerebelo participa en el equilibrio y el l6bulo posterior o neocerebelo
gobierna la motilidad voluntaria (modificado de Netter, 2011).
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Las células o neuronas de Purkinje (GABA¢rgicas) se encuentran entre las neuronas mas
grandes, bellas y complejas del CER. Estas neuronas pertenecen a la corteza cerebelosa,
poseen un arbol dendritico extensamente desarrollado que se extiende en un solo plano a
manera de abanico. Las dendritas de las células de Purkinje son eléctricamente activas y
pueden desencadenar un complejo patron de respuesta después de la activacion sinaptica,
para ello se necesita la participacion de un conjunto de canales idnicos distribuidos en

varias regiones neuronales (Voogd, 2018).

Fisiolégicamente, el CER modula el control motor como el equilibrio, la posicion de
nuestro cuerpo, el movimiento de los musculos y asi, integra toda la informacién motora
(caracteristicas del movimiento) para enviar sefiales a la corteza para que ejecuten
movimientos, regule su intensidad, velocidad y direccion para se realice un movimiento
armonico, preciso y finamente coordinado. Adicionalmente, se ha planteado la
participacion cognitiva del CER durante conductas que requieren el procesamiento
somatosensitivo-motor para el control motor predictivo (Dominguez-Carral, 2014).
Schmahmann y Sherman (1998) describieron un perfil de alteraciones cognitivas,
conductuales y afectivas en pacientes con lesiones cerebelosas adquiridas (sindrome
afectivo cognitivo cerebeloso, SACC) caracterizado por funciones alteradas ejecutivas
(deficiencia en planificacion, autodesplazamiento, razonamiento abstracto, memoria de
trabajo y fluidez verbal), alteracion de la cognicion espacial (reconocimiento visual-
espacial y memoria), personalidad alterada (comportamiento inapropiado o extravagante)
y dificultades lingiiisticas (disprosodia, agramatismo o anomia). En este contexto, se pone
de manifiesto la participacion del CER sobre el rendimiento intelectual (Dominguez-

Carral, 2014).
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Células del Sistema Nervioso

El cerebro del ser humano estd compuesto por ~86,000 millones de neuronas, de las cuales
~71,000 millones conforman el cerebelo y por ~84,000 millones de células gliales
(Azevedo et al., 2009). Las neuronas ademas de ser capaces de detectar selectivamente las
sefiales de su entorno, pueden integrarlas antes de transmitir un mensaje a otra célula
(Figura 3). Las dendritas en las neuronas reciben hasta 10 mil contactos de informacion
que procesan en milisegundos para comunicarle al soma y al axdn, la integracion recogida
y transmitir un impulso electroquimico a otra o varias neuronas (Stuart et al., 2009). Esto

gracias a la composicidn y caracteristicas de su membrana plasmatica.

La membrana plasmatica actua como barrera, permitiendo la entrada de nutrientes y la
salida de desechos, ademas de mantener diferencias en la concentracion de iones, el cual
€s un mecanismo necesario para realizar la generacion y transmision de sefiales (Giménez,
1998). La distribucién de sus componentes (lipidos, proteinas, carbohidratos y iones)
depende del tipo celular, incluso dentro de la misma célula, puede variar de una parte a
otra (Giménez, 1998) (Tabla I). En la vaina de mielina menos del 25% de sus componentes
son proteinas mientras que en las membranas internas de las mitocondrias (dedicadas a la
transduccion energética), el 75% son proteinas (Mesa, 2010). La naturaleza lipidica de la
membrana plasmatica impide el paso de moléculas cargadas. La presencia de canales
16nicos permite el transporte de ciertos iones en funcion de su gradiente electroquimico
(Lamas, 2005). Por ejemplo, los canales de potasio se encargan de regular la excitabilidad
neuronal, establecen el potencial basal y la repolarizacion de membrana, controlan la

frecuencia y forma potencial de accion, la secrecidn de hormonas y neurotransmisores.
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Tabla I. Composicion de la membrana plasmatica.

Mielina Eritrocito Mitocondria
Componente
Lipido: proteina 3:1 1:2 1:3
Fosfolipidos % 43 61 90
Glucolipidos % 42 11 -
Esteroles % 17 28 -

Datos obtenidos de Giménez (1998).
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Figura 3. Tipos de sinapsis en el sistema nervioso. Las sinapsis eléctricas son poco
comunes en los mamiferos. Se caracterizan por uniones en hendidura que se establecen
entre dos neuronas contiguas. Las uniones en hendidura contienen conexones (complejos
proteicos), los cuales permiten la difusiébn de iones de manera casi instantdnea sin
necesidad de usar neurotransmisores, permitiendo la comunicacién directa entre
citoplasmas vecinos. La diferencia de iones entre el interior o exterior de la membrana
plasmatica dan el potencial de membrana, siendo el sodio (Na'"), el potasio (K'") y el
cloruro (C1") y el calcio (Ca®") los iones principales. El potencial en reposo es de unos -

70 mV siendo mas positivo en la despolarizacidn y mas negativo en la hiperpolarizacion

(tomada de Megias y Molist, 2015).
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Las neuronas se pueden clasificar con base a su morfologia, conexiones,
neurotransmisores o propiedades eléctricas. Morfologicamente el soma neuronal puede
tener forma piramidal, esférica, estrellada, fusiforme o en cesta, pueden ser unipolares,
bipolares o multipolares, con dimensiones entre 20-120 um de diametro. En funcién a sus
conexiones, se clasifican en inhibidoras (GABA¢érgicas), excitadoras (Glutamatérgicas) y
neuromoduladoras, que influyen en la neurotransmisiéon. De acuerdo con su
neurotransmision, en neurona presindptica y postsindptica; y de acuerdo con sus
propiedades eléctricas, en neuronas hiperpolarizadas o despolarizadas. Comunmente, en
los mamiferos como el ser humano, la neurotransmision estd definida por el tipo de
sinapsis quimica involucrada, si la neurona presinaptica utiliza neurotransmisores como
el GABA vy la glicina, la sinapsis se considera inhibidora, por el contrario, si la neurona
presindptica utiliza glutamato o aspartato, excitadora. Sin embargo, aquellas neuronas
presinapticas que utilizan oxitocina o serotonina se consideran neuromoduladoras. En este
sentido, durante el proceso de comunicacidon neuronal, se liberan en la hendidura sinaptica
neurotransmisores que se unen al receptor ionotrdpico o metabotropico posinaptico,
desencadenando una cascada de sefializacién y un cambio en el potencial de membrana
generando una hiperpolarizacién o despolarizacion en la neurona. Por ende, la respuesta
sinaptica se considera un evento de “todo-nada”. El transporte, la movilizacion, la
liberacion de las vesiculas y el mantenimiento del potencial de membrana son funciones
con una alta demanda energética, por lo cual se necesita mantener una homeostasis en el

metabolismo neuronal.

Dicha homeostasis se puede ver alterada en condiciones patologicas como la deficiencia
de GLUT-1 (transportador de glucosa). En el neonato y durante los primeros meses de
vida existe una alta concentracion de cuerpos cetonicos que protegen a los pacientes de
los sintomas que esta deficiencia puede causar, ademds de que en el recién nacido el
consumo de glucosa en la corteza cerebral es relativamente bajo, sin embargo, debido a
que el consumo de glucosa aumenta progresivamente con los afios de vida, la aparicién
de la enfermedad suele ser més tardia, la fisiopatologia de la enfermedad indica que al

déficit de glucosa se le une una menor disposicion de lactato (sustrato energético preferido
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de las neuronas). Fisioldgicamente el astrocito dona lactato a la neurona, procedente del
metabolismo anaerobio de la glucosa, debido a la deficiencia de GLUT-1 disminuye la
provision de glucosa astrocitarias, asi como las reservas de glucogeno y la produccién de

lactato (Figura 4) (Garcia-Cazorla, 2015).
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Figura 4. Metabolismo energético cerebral. Fisiologicamente el astrocito dona lactato a la
neurona, procedente del metabolismo anaerobio de la glucosa, con la finalidad de obtener

energia. Glutl, transportador de glucosa (modificado de Garcia-Cazorla, 2015).
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Glia

Las células gliales son las células mas abundantes en el sistema nervioso, hoy se sabe que
participan en la formacion, la operacion y la modulacion de los circuitos sinapticos. En el
cerebro se pueden identificar diferentes tipos de glias, como la microglia,
oligodendrocitos, glia NG2 y los astrocitos. La microglia es un macréfago de origen
mesodérmico que participa en la inmunidad innata en el SN, se encarga de vigilar la
integridad cerebral, reaccionando de manera inmediata contra cualquier dafio que se
produzca en la masa cerebral, también participa en la remodelacidn sinaptica durante el
desarrollo del SNC (Monyji et al., 2013). Cuando la homeostasis del SN se altera como
resultado de infecciones, isquemias, traumas entre otros, la microglia se activa liberando
citocinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno que contribuyen a la apoptosis
neuronal, que de manera crdnica causa dafio cerebral, el cual se observa en enfermedades
neurodegenerativas. Por ejemplo, se sabe que la hiperglucemia neonatal causa lesiones
oxidativas que se relaciona con una mayor mortalidad y dafio cerebral (Figura 5). Los
mecanismos moleculares de lesion neuroldgica son multiples, entre los cuales se encuentra
la sobreproduccion de superoxido y radicales libres, éstos pueden causar la rotura de
cadenas de ADN y la activacion de Poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1). Poli (ADP-
ribosa) polimerasa-1 (PARP-1) es una enzima de reparacion del ADN, el exceso de
activacion de PARP-1 puede conducir a la muerte celular a través de NAD™ y la liberacion
de factor inductor de apoptosis (AIF) de las mitocondrias. El coactivador del factor nuclear
kappa B (NFxB) regula la funcidn del sistema inmune y la inflamacion. Interaccidon entre
PARP-1 y NF«B est4 implicado en la lesion de 6rganos especificos asociada a la diabetes

mellitus e inducen la activacion microglial (Gisslen et al., 2015).
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Figura 5. Modelo de activacion microglia. Células microgliales sensibles a diferentes
sefiales de dafio son sobreactivadas produciendo la liberacion de compuestos citotdoxicos

hacia las neuronas (modificado de Morales, 2010).
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La oligodendroglia facilita la comunicaciéon neuronal y se han descrito tres tipos de
oligodendrocitos: perineuronales, perivasculares e interfasciculares. Estas células
contribuyen en el control metabolico necesario para el funcionamiento axonal, regulan el
paso de sustancias del torrente sanguineo al parénquima cerebral y viceversa. La glia NG2
se descubrio con la utilizacién anticuerpos A2B5 en islotes de células de nervio 6ptico de
la rata. Al ser células madre neurales multipotentes en el SNC, se pueden diferenciar en
astrocitos en regiones especificas en el desarrollo y en oligodendrocitos en el SNC adulto.
Hay estudios que evidencian su participacion en la formacidon glias de Bergmann
cerebelosas y un tipo de glia radial exclusiva del cerebelo. Para evaluar la plasticidad de
la glia NG2 se llevo a cabo un estudio en el cual con la administré de tamoxifeno se
generaron distintos tipos de lesion en el SNC con el fin de mostrar que proporcion de NG2
que se diferenciaba en astrocito. El resultado fue que el porcentaje de diferenciacion en
astrocito diferia entre los modelos de lesion, por ejemplo, el porcentaje de diferenciacion
de NG2 en astrocitos en una lesiéon de medula espinal fue del 25%, en hemiseccion dorsal
5%, desmielinizacion focal 3% y en encefalitis autoinmune 1%. Los astrocitos derivados
de la glia NG2 se identificaron mediante el uso de inmunohistoquimica contra la Proteina

Acidico Fibrilar Glial (GFAP) (Hackett et al., 2018).

La astroglia comprende a los astrocitos, las células ependimales y la glia radial. Estas
células presentan una alta actividad metabodlica en el cerebro, son responsables de la
remocion de los neurotransmisores del espacio sindptico, participan en la formacion de
las sinapsis quimicas y modulan la actividad sinaptica (Reyes-Haro, 2014; Perea, 2009).
Una disfuncién en los astrocitos puede desencadenar enfermedades como la
leucodistrofia. La leucodistrofia es una astrocitopatia que afecta principalmente a nifios,
pero puede presentarse en todas las edades, es causado por mutaciones de los genes que
codifican para cualquiera de las cinco subunidades del factor de iniciacidon de traduccion
eucaridtico 2B (elF2B). En la leucodistrofia se presenta una pérdida de funciones
astrociticas esenciales y la ganancia de funciones perjudiciales que conducen a la
degeneracion de la sustancia blanca, también se relaciona con defectos de la traduccion

del ARNm, el cual se ha visto como un mecanismo comun de la enfermedad. Se manifiesta
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con escasa astrogliosis sin cicatrizacidon glial, astrocitos inmaduros dismorficos y un
mayor numero de células progenitoras de oligodendrocitos que se ven limitadas a células
formadoras de mielina. Como sintoma principal se encuentra la ataxia cerebelosa y un

deterioro neurolédgico rapido que puede conducir a la muerte (Bugiani et al., 2018).

Diabetes

Diabetes mellitus (DM) es un sindrome de alteraciones metabdlicas con hiperglucemia
inapropiada, que produce una deficiencia absoluta o relativa de insulina (Gardner, 2012).
Los distintos tipos de DM son causados por una compleja interaccion de factores genéticos
y ambientales. Dependiendo de la etiologia de la DM, los factores que contribuyen a
hiperglucemia son: reduccién de la secrecidn de insulina, disminucién de la utilizacion de
glucosa e incremento de la produccidn de glucosa (Powers, 2015). Segun estimaciones,
en 2014 se tenia el registro que 422 millones de personas en todo el mundo tenian diabetes,
frente a los 108 millones de personas en 1980. Se prevé que para el afio 2040 esta cifra
aumente hasta alcanzar los 642 millones de afectados. La diabetes tipo 2 representa del
90-95% de todos los casos de diabetes. La prevalencia en México en 2014 fue de 4
millones de personas (CENETEC 2018). La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de
Medio Camino 2016 la prevalencia de DM en México es del 9.4% en el 2016, siendo mas
prevalente en mujeres que en hombres y mas frecuente en edades entre los 60 y 69 afios.
La DM se puede asociar a complicaciones agudas como lesiones neurologicas o accidentes
vasculares. Como ejemplo se tiene el efecto prejudicial de la hiperglicemia crénica sobre
el acoplamiento neurovascular en el cerebro. Entre los mecanismos de acoplamiento
neurovascular se encuentran las sustancias liberadas por astrocitos y neuronas como el
ATP y K'!, productos del citocromo p-450 y de ciclooxigenasas, este acoplamiento tiene
como finalidad la adecuada administracion de oxigeno y glucosa a las células cerebrales
cuando las demandas energéticas aumentan. En animales experimentales con DM
inducida por estreptozotocina se evidencid la alteracidon en la funciéon vasodilatadora

cerebral. Cabe sefialar el importante papel de los canales de potasio en el acoplamiento
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neurovascular. Por ejemplo, la interaccion entre los canales de potasio dependientes de
Ca*? de gran conductancia (BK.a) y los canales de potasio rectificadores entrantes (Kir) en
las células musculares lisas de las arteriolas, inducen la relajacion, sin embargo, la
hiperglicemia cronica causa la perdida de la funcion vasodilatadora de los canales (BKca)

y (Kir) los cual desregula la perfusion cerebral (Figura 6) (Vetri et al; 2012).
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Figura 6. Acoplamiento neurovascular mediado por astrocitos. Dentro de la terminal
axonica de la membrana presindptica se encuentran neurotransmisores contenidos en
vesiculas membranosas, cuando el potencial de accion llega a la terminacién axonica
acciona canales de calcio activados por voltaje en la membrana celular los cuales permiten
la liberacion del neurotransmisor, los neurotransmisores se unen a los receptores del
astrocito, el incremento de calcio en el astrocito activa los canales de potasio los cuales
liberan potasio al medio extracelular, dicho potasio activa los canales de K*! rectificadores
entrantes (Ki;) de las células de musculo liso de la arteriola, a su vez bloquea los canales
de calcio disminuyendo el calcio intracelular lo cual causa una hiperpolarizacion de la

membrana y la vasodilatacion (modificado de Vetri et al., 2012).
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En la actualidad se sabe que la mutacion en el gen KCNJ11 es la causa de més de la mitad
de los casos de diabetes neonatal permanente, este gen codifica el canal Kir6.2 (Katp),
subunidad del poro del CKN sensible al trifosfato de adenosina. La diabetes neonatal se
define como la aparicidon de hiperglicemia antes del tercer mes de vida, afecta a 1 de cada
400,000 recién nacidos vivos, clinicamente se caracteriza por hiperglicemia y bajo peso
al nacer, se han descrito afectaciones neuroldgicas que combinan retraso en el desarrollo,
debilidad muscular y epilepsia. Esta triada constituye el sindrome DEND (retraso,
epilepsia y diabetes neonatal). En condiciones fisiologicas, el aumento en la concentracion
de glucosa activa el metabolismo de la célula beta pancredtica, aumentando la
concentracion citosolica de ATP, el cual produce el cierre de los canales Kir6.2 y los
nucledtidos de magnesio (Mg-ADP y Mg-ATP) estimulan la actividad del canal
interactuando con subunidades beta sensibles a sulfunirureas (SUR) (Figura 7). Esto lleva
a la despolarizacion de la membrana y a la posterior apertura de los canales de calcio
dependientes de voltaje. El aumento de flujo de calcio al interior produce la exocitosis de
los granulos de insulina. Sin embargo, la mutacién del canal provoca una disminucién
marcada en la habilidad del ATP para bloquear el canal Katp. Esta disminucién implica
que el canal permanezca abierto, se hiperpolarice la membrana y suprima la entrada de

calcio y por ende, de la secrecion de insulina (Moreno, 2008).
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Figura 7. Representacion esquematica de la secrecion insulinica. Glucosa 6-P, glucosa 6
fosfato; Kir6.2, subunidad del poro del canal de K!* sensible a ATP (modificado de Vetri
etal., 2012).
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Canales Ionicos

Las proteinas de membrana se dividen en periféricas e integrales, las proteinas periféricas
son aquellas que se encuentran en la superficie externa o interna de la membrana pero que
no la atraviesa, como los anclajes que fijan los filamentos del citoesqueleto. Mientras que
las proteinas integrales atraviesan la membrana plasmatica (Arrazola, 1994). Las
glicoproteinas son representativas de este tipo de proteina. A este grupo pertenecen los
canales idnicos, que actuan como poros y permiten el paso de iones especificos. Por otro
lado, las proteinas receptoras, utilizan un ligando para realizar su funcion. Las enzimas
que también son proteinas pueden ser periféricas o integrales y participan en la

catalizacion de reacciones especificas (Arrazola, 1994).

Los canales 16nicos se clasifican en funcion del tipo de estimulo para su apertura o cierre
en canales activados por voltaje, canales activados por ligando y canales mecanosensibles.
En los mamiferos, lo canales i6nicos participan en procesos de excitacidon (nerviosa o
muscular), en el equilibrio electrolitico e hidrico, asi como en la regulacion de la presion
sanguinea, procesos cognitivos (la memoria y aprendizaje) y en la proliferacion celular.
El flujo de iones se lleva a velocidades muy altas dejando pasar hasta 10° iones por
segundo, estos iones fluyen pasivamente a través de un gradiente electroquimico sin
necesidad del uso de energia. La apertura y cierre de canales puede ser regulada de manera
eléctrica, quimica o mecdnica. En el caso de los canales activados por voltaje, su funcion
es regulada por varios aminoacidos cargados que se mueven en el campo eléctrico de la
membrana durante la apertura o cierre del canal. Los canales activados por ligando poseen
un segmento con gran afinidad hacia una molécula en especifico, la cual activard la
apertura o cierre del canal. Los canales mecanosensibles, se abren por el estiramiento que
sufre la membrana celular ante la aplicacion de presidon y/o tension (Martinez-Rosas,

2004).
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Canales de Potasio

En la actualidad se han desctito mas de 90 genes que codifican para canales de potasio
(KCN), que en su mayoria se expresan en el SN. Los KCN pertenecen a una diversa
familia de proteinas de membrana presente en células excitables y no excitables. Su
estudio permite comprender el mecanismo molecular de seleccion de iones, conduccién y
de apertura (Gutman, 2005). El conocimiento de sus caracteristicas fisiologicas podria
permitir el desarrollo de nuevas terapias para diversas enfermedades como el Alzheimer,
Parkinson’s y ataxia cerebelosa, entre otras. Los KCN contienen subunidades alfa, que
determinan la estructura del canal, y subunidades beta, que pueden modificar las
propiedades del canal (Figura 8) (Tian, 2014). Los canales de K!* se pueden clasificar de
acuerdo al nimero de segmentos transmembrana (TM) (denominados S en los canales Kv
y M en los canales no activados por voltaje). Los canales con seis segmentos
transmembranales y un poro, se clasifican como KCN de rectificacion tardia (Kv), los
canales de potasio activados por Ca** (Kca), canales con dos segmentos transmembranales
y un poro, pertenece la familia de KCN de rectificacion entrante (Kir) y canales con cuatro
segmentos transmembranales se les denominan canales TASK, TWIK, TALK, TREK,
THIK o KCNK o ) o K2P, son responsables de corrientes de fondo que mantienen el
potencial de reposo celular (Tabla IT) (Feetham et al., 2018). Los KCN activados por calcio
pueden clasificarse segiin su conductancia en alta conductancia (KCal.l, BK o maxi-K),
de conductancia intermedia (KCa 3.1, IK) y de baja conductancia (KCa2.1-2.3 y KCa 3.1).
En el sistema nervioso los KCN participan en la formacion del potencial de reposo de la
fibra nerviosa. La concentracion de iones potasio es mayor en el interior de la célula,
debido al gradiente de concentracion de iones, estos tienden a difundirse hacia afuera
liberando cargas positivas, esto genera un medio electronegativo en el interior y un medio
electropositivo fuera de la membrana. En un plazo de aproximadamente 1 ms la diferencia

de potencial entre el interior y el exterior, denominada potencial de difusion, se hace lo
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suficientemente grande como para bloquear la difusion adicional neta de potasio hacia el

exterior, a pesar del elevado gradiente de concentracion idnica de potasio.
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Figura 8. Estructura de un canal de potasio. El canal estd compuesto por cuatro
subunidades (sdlo se muestran dos), cada una de ellas con hélices transmembrana. En los
bucles del poro se forma un filtro selectivamente estrecho y los oxigenos de carbonilo
revisten las paredes del filtro de selectividad, para formar sitios para la union transitoria
de iones de potasio deshidratados. La interaccion de los iones de potasio con los oxigenos
de carbonilo hace que los iones de potasio envuelvan sus moléculas de agua ligadas, lo
que permite que los iones de potasio deshidratados pasen a través del poro (tomado de

Guyton y Hall, 2016).
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Tabla II. Clasificacién de los canales de potasio de acuerdo con el nimero de segmentos

transmembrana y poros (TM/P), familia y proteina al que pertenecen.

T™/ P FAMILIA PROTEINA
2TM/1P Iki Kir2.1-2.4
IkaTp Kir6.1-6.2
IKACh Kir3.1, Kir3.4
4TM/2P TASK, TWIK, TALK,
TREK, THIK o KCNK
6TM/1P Shaker Kv1.1-1.8
Shab Kv2.1-2.2
Shal Kv3.1-3.4
Shaw Kv4.1-Kv4.3
KCNQ Kv7.1-7.5
hERG Kv10.1-10.2, Kv11.1-11.3,

Datos tomados de Feetham et al., 2018.

35

Kv12.1-12.3



En la fibra nerviosa normal del mamifero la diferencia de potencial necesaria es de
aproximadamente 94 mV, con negatividad en el interior de la membrana de la fibra. El
potencial en reposo de las fibras nerviosas es de -90 mV (polarizado), a partir de este
potencial de membrana se generara el potencial de accién (despolarizacion),
produciéndose la entrada de iones sodio (cargas positivas al interior de la membrana) y
los canales de potasio se abren para repolarizar la membrana y que se regenere el potencial

de reposo en la membrana (Guyton y Hall, 2016).

Canales de Potasio de Rectificacion Tardia (Kv)

Los canales de potasio de rectificacion tardia (Kv) son el grupo mas grande en la familia
de KCN, en los seres humanos estdn codificados por 40 genes y se dividen en 12
subfamilias. Estos incluyen Kvl (KCNA), Kv2 (KCNB), Kv3 (KCNC), Kv4 (KCND),
Kv7 (KCNQ, también llamado KQT), Kv10, Kvl1 (KCNH, también llamado EAG) y
Kv12. Los canales Kv5, Kv6, Kv8 y Kv9 no forman canales funcionales ya que necesitan
ensamblarse con las subunidades Kv2. Todos los canales Kv de mamiferos constan de
cuatro subunidades alfa, cada una conteniendo seis segmentos a-helicoidales TM, S1-S6.
Los segmentos S1-S4 forman los dominios de deteccion de voltaje (uno por subunidad),
siendo S4 el segmento mas cargado. La porcidn S5 y S6 restante de cada subunidad se
unen para formar el poro selectivo de potasio (Racape et al. 2002). La regién del poro (P)
forma el filtro de selectividad del canal, y los segmentos S6 recubren el extremo
intracelular del poro y forman la puerta intracelular (Del Camino, 2005; Swartz, 2004).
Los canales de voltaje controlan la excitabilidad celular en el sistema nervioso, regulan
propiedades neuronales, como el potencial de la membrana, la forma de onda del potencial
de accion y la frecuencia de disparo (Holmgren, 1998). En la Tabla III se describe la

localizacién y la funcidn de los Kv en condiciones fisiologicas.
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Tabla III. Localizacidn y funcidn de canales de potasio de rectificacion tardia.

Canal  Localizacion Funcion

de

potasio

Kvl.1 Retina y encéfalo, globo palido y parte reticular de la  Mantiene el potencial de membrana y modular la
sustancia negra. Capa molecular y giro dentado. excitabilidad neuronal y en musculo.

Corazén

Kvli.2 Cerebro (protuberancia, médula, cerebelo, coliculo Mantenimiento del potencial de membrana,
inferior, hipocampo, tdlamo, corteza cerebral, modulando la excitabilidad eléctrica en neuronas y
coliculo superior, mesencéfalo, cuerpo estriado, musculo.
bulbo olfatorio, neuronas asociadas a
mecanorecepcion y propiocepcion), médula espinal,
células de Schwann, auricula, ventriculo, islote,
retina, musculo liso, células

Kvi.3 Neocorteza, Hipocampo. Cerebelo (globo palido, Participa en la liberacion de GABA a través de la
nicleo subtalamico, sustancia nigra). Nucleos duracion del potencial de accion en las terminales
reticulares talamicos, interneuronas corticales e presinapticas y regula la frecuencia de disparo y las
hipocampales. Coliculos inferiores, nucleos cocleares  espigas rapidas de las interneuronas GABAérgica.

y vestibulares. Musculo esquelético, Pulmon,
Testiculos.

Kv 14 Cerebro  (bulbo  olfatorio, cuerpo estriado, Regulan la poshiperpolarizacion neuronal
hipocampo, coliculo superior e inferior, corteza KV1.5
cerebral, ganglios basales del mesencéfalo, puente /
médula), pulmoén-carcinoide, musculo esquelético,
corazodn, islote pancreatico.

Kvl.5 Aorta, colon, rifién, colon mancomunado, rifion, KV 1.5 tiene propiedades similares a la corriente IK
estomago, musculo liso, hipocampo y corteza ur activadora de forma ultrarrapida en el corazén, y K
(oligodendrocitos, microglia, células de Schwann), V 1.5 con orientacion antisentido suprime las
hipéfisis, arteria pulmonar. corrientes IK ur casi 50%; mantiene el potencial de

membrana que modula la excitabilidad eléctrica en
las neuronas.

Kvi.6 Cerebro, colon, células germinales, corazon, pulmén, Regulador de potencial de membrana en neuronas.
ovario, testiculos, astrocitos, células del muasculo liso
de la arteria pulmonar, oligodendrocitos.

Kvl.7 Placenta, amnios, islotes (ratdn), musculo Kvl.7 tiene propiedades similares a la corriente IK ur

esquelético, corazon, arterias pulmonares.
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Tabla III. Continuacion...

Kvl.8

Kv2.1

Kv 3.1

Kv 3.2

Kv3.3

Kv3.4

Rifidén (corteza, médula), cerebro, corazon, misculo
esquelético, glandula suprarrenal.

Bulbo olfatorio (capa de células granulares, tubérculo
olfatorio), corteza, hipocampo, cerebelo; hipotalamo,
ventriculo, lengua, neuronas simpaticas, musculo liso
gastrointestinal, misculo liso de la arteria mesentérica
Cerebro (cerebelo, globo pélido, nticleo subtalamico,
sustancia nigra, nucleos reticulares talamicos,
interneuronas corticales ¢ hipocampales, coliculos
inferiores, nicleos cocleares y vestibulares), miisculo
esquelético, células B humanas de Louckes, células
germinales, pulmon, testiculos, linea celular AtT20
Cerebro (interneuronas GABAdérgicas de rapido
crecimiento de la neocorteza, hipocampo y caudado;
campos terminales de proyecciones talamocorticales),

islotes, arteria mesentérica, células de Schwann.

Probablemente en complejos heteroméricos con
Kv3.1; importante para el disparo de alta frecuencia
de las interneuronas GABA¢érgicas de adicion rapida
y la liberacién de GABA a través de la regulacion de
la duracion del potencial de accion en los terminales
presinapticos; modulado por la proteina quinasa A in
vitro e in vivo. Se activan en potenciales de membrana
positivos y su funcion principal es impulsar la fase de
repolarizacion de los potenciales de accion (Zhang,
2016).

Paratiroides, prostata, cerebro (tronco del encéfalo,
células musculos

granulares del hipocampo),

esqueléticos, células acinares pancreaticas.
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Regulacion del potencial de membrana en el tabulo
proximal renal.
Mantenimiento  del

potencial de membrana,

modulando la excitabilidad eléctrica en las neuronas.

Importante para la alta frecuencia de disparo de las
interneuronas GABAérgicas auditivas y de rapido
aumento; regulacion de la duracion del potencial de

accion en terminales presinapticas.

Probablemente en complejos heteroméricos con K V
3.1; importante para el disparo de alta frecuencia de
las interneuronas GABAérgicas de adicion rapida y la
liberacion de GABA a través de la regulacion de la
duracion del potencial de accion en los terminales
presinapticos; modulado por la proteina quinasa A in

vitro e in vivo.

Junto con MirP2 forma canales de potasio de baja
tension que regulan el potencial de reposo del musculo

esquelético.



Tabla III. Continuacion...

Kv4.1

Kv4.2

Kv4.3
Kvs.1

Kv6.1

Kvé6.2

Kv6.3

Cerebro, colon, corazén, pulmén, estémago,
testiculos, higado, rifion, glandula tiroides, pancreas,
arteria pulmonar.

Cerebro [cerebelo (células granulares) hipocampo,
talamo, nucleo habenular medial, corteza cerebral;
ganglios basales y prosencéfalo; concentrado en
dendritas y soma |, nucleo coclear, atrio, ventriculo;
hibridacion in situ ha demostrado que muchas
poblaciones neuronales preferentemente expresan
Kv4.2 o K v4.3 -por ejemplo, CAl neuronas del
hipocampo expresan Kv4.2 pero no K v4,3-por otra
parte, las células de Purkinje y las interneuronas
corticales expresan Kv4.3 preferencialmente; en las
células granulares del cerebelo.

Corazon, cerebro, musculo liso.

Cerebro, corazoén, musculo esquelético, higado,
pancreas de rifion, miocitos cardiacos.

Musculo esquelético, cerebro, utero, ovario, rifion,
pancreas, hueso, células

placenta, germinales,

prostata, piel, testiculos, miocitos cardiacos (ndédulo

sinoauricular).

Miocardio, cerebro fetal, células B del centro
germinal.

Hipocampo, micleo caudado, Ilobulo frontal,
hipotdlamo, sustancia negra, médula espinal,
testiculo, intestino delgado, timo, glandula
suprarrenal.
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Bloquean la propagacion retrograda de los potenciales

de accion de las neuronas hipocampales

Repolarizacion del potencial de accion cardiaco.
Modifica las propiedades de compuerta de los canales
Kv2.1 y Kv2.2.

Las subunidades Kv6.1, cuando se expresan por si
solas, no pueden provocar ninguna corriente; Sin
embargo, Kv6.1 puede suprimir la corriente de Kv2.1
(menos eficaz que Kv5.1), y en menor medida puede
suprimir Kv2.2; las corrientes Kv2.1 estan
fuertemente modificadas por Kv6.1, lo que aumenta la
constante de tiempo de activaciéon y ralentiza la
inactivacion.

Modificador / silenciador, se ensambla con K v 2.1,
produciendo canales K + con propiedades unicas’
Modifican/silencian, coensamblados con los KV2.1.

No tiene funcidn por si mismo.



Tabla III. Continuacion...

Kv6.4

Kv7.1

Kv7.2

Kv7.3
Kv7.4

Kv7.5

Kv8.1

Cerebro, higado, intestino delgado, colon.

Corazén, rifiéon, recto, oreja, pancreas, pulmon,
coclea, placenta.

Cerebro, ganglios simpaticos, pulmoén, testiculos,
corazén, mama, ojo, células germinales, placenta,
intestino delgado.

Cerebro, testiculos, retina, colon, ojo, cabeza, cuello.
Coclea (células ciliadas externas), placenta, érganos
vestibulares (células ciliadas tipo 1), nicleos auditivos
del tallo cerebral.

Cerebro, ganglios simpaticos (variante de empalme I),
4 musculos esqueléticos (variante de empalme III).
Cerebro infantil, cerebro adulto (capas II, IV y VI de
la corteza cerebral, hipocampo, capa de células
piramidales CA1-CA4, células granulares de la
circunvolucion dentada, capa de células granulares,

capa de células de Purkinje del cerebelo), rifion.
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Regulacion del potencial de membrana y la frecuencia
del potencial de accion mediante la modulacion de las
corrientes de potasio rectificador retardadas; Modula
la actividad de los canales K V 2.1 causando cambios
marcados en el umbral y la cinética de activacion,

inactivacion del tipo C y desactivacion.

Determina la excitabilidad subumbral de las neuronas.

Determina la excitabilidad subumbral de las neuronas.
Media la salida de potasio de las células ciliadas

externas.

Determina la excitabilidad subumbral de las neuronas.

Regulacion del potencial de membrana y la frecuencia
del potencial de accion mediante la modulaciéon de
corriente de potasio rectificador retardada; Modula la
actividad de los canales KV 2.1 y K V 2.2 al cambiar
la cinética y los niveles de expresion y al cambiar el
semi-inactivacion a valores mas

potencial de

polarizados.



Tabla III. Continuacion...

Kv9.1

Kv9.2

Kv10.1

Kvil.2
Kvi2.1

Encéfalo, corteza frontal, epitelio del cristalino,
bulbo olfatorio, corteza cerebral, hipocampo,
habénula, nticleo amigdalino, pulmoén, higado, rifion,

pancreas, bazo, timo, prdstata, testiculo, ovario, colon.

Cerebro, retina, médula espinal (en cerebro de raton,
la distribucion de K V 9.2 es similar a K V 9.1, con
niveles de expresion mas altos en el bulbo olfatorio
principal, corteza cerebral, formacion del hipocampo,
habénula, nucleos basolaterales de amigdalas y
cerebelo; K V 9.1 y KV 9.2 estan colocalizados con
Kv2.1y/0KV 2.2 asubunidades en varias regiones,
también se encuentran en la retina, la médula espinal
y la arteria pulmonar.

Cerebro (amigdala, nucleo caudado, la corteza
cerebral, cerebelo, putamen, el hipocampo, 16bulo
frontal, lobulo occipital, l6bulo temporal, nicleo
subtaldmico; no en la sustancia negra, el tdlamo, o
médula oblonga), mioblastos, musculo esquelético,
células de melanoma, expresion ectdpica en lineas
celulares de cancer y muchas células tumorales de
diferentes tejidos.

Encéfalo, hipocampo.

Encéfalo, ganglios simpaticos.

Modificado de Solis et al., (2008).
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Regulacion del potencial de membrana y la frecuencia
del potencial de accion mediante la modulacion de las
corrientes de potasio rectificador retardadas; Modula
la actividad de los canales Kv 2.1 causando pequefios
cambios en el umbral y la cinética de activacion y en
la inactivacion tipo C.

Regulacion del potencial de membrana y la frecuencia
del potencial de accion mediante la modulacion de
corriente de potasio rectificador retardada; modula la
actividad de Kv2.1 y Kv 2.2 a subunidades cambiando
la cinética y los niveles de expresion y desplazando el
potencial medio-inactivacion a valores mas
polarizadas; Kv9.1 mejora la conductancia de canal

Unico de Kv2.1

Papel en el control del ciclo celular y / o la

proliferacion celular.



Canales de Potasio de Rectificacion Entrante (Kir)

Los Kir son un grupo de proteinas integrales de membrana, encargados de una gran
variedad de procesos fisiologicos como la regulacion de la actividad eléctrica cardiaca y
neuronal, la secrecion de insulina, los niveles de glucosa en sangre y el balance del
equilibro electrolitico (Rodriguez, 2007). En lugar de la rectificacion hacia afuera
predicha por la ecuacidon de Nernst, muestran mayor flujo de cargas hacia adentro, por lo
tanto, las corrientes Kir se describieron como corrientes rectificadoras de K*' andémalas,
es decir, bajo potenciales electroquimicos iguales pero opuestos, cuando el potencial de
membrana comienza a ser menos negativo (despolarizaciéon de membrana), el canal se
bloquea y el flujo saliente de K*! es limitado. En el SNC las corrientes descritas para esta
familia de canales son las Ik (rectificadora entrante), Igirk (activada por proteinas G),
Ikir4.1 (dependiente de ATP) y la Ixatp) (sensible a ATP). Los Kir pueden encontrarse en
una gran variedad de células: miocitos cardiacos, neuronas, células sanguineas,
osteoclastos, células endoteliales, células gliales y células epiteliales (Hibino, 2010)
(Tabla IV). Los Kir son codificados por la familia de genes KCNJ, se han descrito 14
genes los cuales con base a la secuencia de aminodcidos se han clasificado en 7
subfamilias de canales Kir en los humanos (Kir 1-7). Los Kir son tetrdmeros formados por
dos dominios transmembrana y un poro, puede formar coensamblados heteroméricos y

homomeéricos con otras subunidades Kir, lo cual incrementa su diversidad funcional.

Funcionalmente, los canales Kir se pueden dividir en 5 subtipos en funcidén de sus

propiedades biofisicas, a saber:

1. Rectificacion clasica hacia adentro de los canales K'¥, Kir2.1 (IRK1), Kir2.2
(IRK2) y Kir2.3 (IRK3).

2. Canales de K!'* activados por proteina G, Kir3.1 (GIRK1), Kir3.2 (GIRK2), Kir3.3
(GIRK3) y Kir3.4 (GIRK4 / CIR);

3. Canales de K!* sensibles al ATP, Kir6.1 (uKATP-1) y Kir6.2 (BIR).
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4. Canales de K'" dependientes de ATP, Kirl.la (ROMK1 /KAB-1) y Kir4.1 (KAB-
2/BIR10).

5. Otros, incluyendo Kir5.1 (BIR9), y dominio de dos poros en tandem (2P) canales
de K!'* de rectificacion progresiva hacia adentro (TWIK) relacionados con K!*
(TREK1,2) y canales de K!* sensibles a 4cidos relacionados con TWIK (TASK1-
5).
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Tabla IV. Localizacion y funcion de canales de potasio de rectificacion entrante (Kir)

identificados en SNC.

Canal Localizacion Funcion
de

potasio

Kir 2.1 | Tallo encéfalico, tubérculo olfatorio, células Mantienen el potencial de
granulares, giro dentado, putamen, coliculo membrana en reposo.
inferior, nucleo pretectal anterior.

Kir 2.2 | Cerebelo, tallo encefalico. Mantienen el potencial de
membrana en  reposo.
Modula la excitabilidad

neuronal.

Kir 2.3 | Tallo encefélico, bulbo olfatorio, hipocampo, Mantienen el potencial de
corteza, ganglios basales. membrana en  reposo.

Modula la excitabilidad

neuronal.

Kir 2.4 | Células nerviosas del corazon, neuronas Mantienen el potencial de
colinérgicas en el estriado y nucleos de los membrana en reposo.

nervios craneales, retina.
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Tabla IV. Continuacion...

Kir 3.1 | Bulbo olfatorio, Laminas II -VI de la Participan en la
neocorteza, células granulares del giro hiperpolarizacién del
dentado, ganglio basales, talamo. potencial de membrana

dependiente de receptor.

Kir 3.2 | Encéfalo Participan en la formacién
del potencial posinaptico
inhibitorio lento y
probablemente en la
inhibicién presinaptica en
el encéfalo.

Kir 3.3 | Encéfalo Participan en la
hiperpolarizacion del
potencial de membrana
dependiente de receptor.

Kir 3.4 | Islotes de Calleja en la sustancia perforada Posiblemente activan los
anterior, cerebelo, habénula, corteza, células receptores muscarinicos,
piramidales del hipocampo. dopaminérgicos,

de acetilcolina, los
GABAB, los de
adenosina, somatostatina.
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Tabla IV. Continuacion...

Kir 4.1 | Glia, abundantes alrededor de los vasos Implicados en la

sanguineos y las sinapsis, en retina y oido. amortiguacion glial del K
+ en el encéfalo en
general, en la homeostasis
del K+
pérdida de potenciales
oido interno. Contribuyen
en el desarrollo de los
oligodendrocitos y en la
mielinizacidon. Se ha
propuesto que actian
como sensores de CO 2.

Kir 5.1 | Encéfalo, células de Miiller y células Detectan el pH

amacrinas de la retina, ligamento espiral de la

pared lateral de la coclea, células gliales de a

sustancia blanca del cerebelo.

Kir 6.2 | Encéfalo Detectan el oxigeno y la

glucosa en el encéfalo,

citoprotectores durante la

isquemia cerebral.

Kir 6.3

Kir 7.1 | Células de Purkinje del cerebelo, células Mantienen el potencial de

piramidales del hipocampo, plexos coroides, membrana en reposo.

epitelio pigmentado de la retina

Datos tomados de Solis et al., (2008) y Stithmer et al., (1989).
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MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las normas oficiales nacionales para
el buen uso y manejo de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) de acuerdo con
el dictamen favorable DMCS/CBIDMS/D-96bis otorgado por el Comité de Bioética en
Investigacion del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud. Los experimentos se
realizaron en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Medicina y
Ciencias de la Salud de la Universidad de Sonora. Se utilizaron ratas de la cepa Wistar,
sanas (P15) e hiperglicémicas (P28-P37); (HG>300 mg de glucosa/dL de sangre), Los

animales estuvieron sujetos a ciclos de luz-oscuridad de 12 h y alimentados ad libitum.

Induccion de hiperglicemia con estreptozotocina
Para inducir la hiperglicemia (HG>300 mg de glucosa/dL de sangre) un grupo de 12 ratas

se dejo en ayuno por 12 h, se les administré 60 mg de estreptozotocina (STZ) por
kilogramo de peso disuelta en NaCl al 0.9% via intraperitoneal (Furman, 2015). Los
animales fueron regresados al Bioterio con su madre biologica, después de los 3 dias de
la inyeccidén de STZ se midid la glucosa con un glucometro (Accu-Chek) se registro la
concentracion de glucosa en sangre a través de la colecta de una muestra de sangre de la
cola de la rata. Las ratas que registraban (HG>300 mg de glucosa/dL de sangre) se

consideraron hiperglicémicas.

RT-PCR
El RNA total se extrajo del cerebelo de la rata de acuerdo con el procedimiento escrito

por el proveedor (Direct-zol RNA miniPrep R2050). Primero se realizd la extraccion de
tejido de cerebelo de la rata hiperglicemia. La rata (P28-P37) fue eutanisada con la
administracion 120 mg de pentobarbital sodico/kg de peso intraperitoneal, posteriormente
se realizd la decapitacion de la rata, se hizo un corte sagital del craneo y se extrajo el
cerebro, se separd el CER y se colocd en un tubo Eppendorf con 300 uL de etanol (grado

reactivo, 95-100%), luego se homogenizo el tejido con la solucidén utilizando una
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micropipeta. La solucidn se transfiri6 a una columna Zymo-Spin II C colocada en un tubo
colector y se centrifugd de nuevo a 12,000 rpm por 1 min. Se desechéd el sobrenadante
para posteriormente agregar 400 uL de Direct-zol RNA PreWash a la columna y se
procedi6 a centrifugar (Vortex Gene 2). Este paso se repitio dos veces. Después, se agrego
700 uL de RNA Wash Buffer a la columna de separacion y se centrifugd a 12,000 rpm
durante 2 min. Para finalizar, la columna se transfirié a un estéril y el ARN se eluyd de
¢ésta con 25 pL de agua libre de DNasa/RNasas, se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 min.

El RNA total se almacend a -85°C en un ultracongelador (Thermo Scientific).

La reaccion de retrotranscripcion reversa se realizdé de acuerdo con lo descrito por el
proveedor (Pang et al. 2012). Inicialmente se preparo6 un stock en un tubo Eppendorf (tubo
1). El stock esta compuesto por 4ul. de 5x M-MLV Reverse Transcriptase Buffer, 2 pL
de 0.1 ditiotreitol (DTT), 1uL de mezcla de desoxinucledtidos trifosfatados (ANTP’s mix)
y 0.5 uL RNasina (RNasin recombinada). En otro tubo (tubo 2) se agrego6 5.5 uL de agua
libre de DNasa/RNasas, 1 puL de oligonucleétidos aleatorios (Promega) y 5 uL de RNA
total. Después, el tubo 2 se calentd a 65°C por 3 min en un termociclador C1000 (Bio-
Rad). Cuando la solucion alcanzo los 25°C se le agregd la solucién del tubo 1. Por ultimo,
se calento a 42°C por 1 min para agregar 1 pL de la enzima retrotranscriptasa del virus de
la leucemia murina. La reaccidn se dejé a 42°C por 2 h, luego se calentd a 65°C por 25

min. Se dejé enfriar a 4°C y se almacen6 a -20°C hasta su uso.

La reaccién en cadena de la polimerasa se realizé de acuerdo con lo descrito por (Pang, et
al., 2012). En condiciones estériles, en un tubo Eppendorf de 600 pL se prepard una
solucion con 14.1 pL de agua libre de DNasas/RNasas (Promega), 2 uLL de buffer para
Taq polimerasa, 1.2 uL. de MgCl 2, 0.2 pLL de mezcla de dNTP y 0.1 uLL de Taq polimerasa,
0.2 pL del oligonucledtido de interés (sentido y antisentido) (Tabla V) y 2 ul. ADN
complementario (producto de la reaccion de la retrotranscripcion). Las mezclas de
reaccion se colocaron en un termociclador C1000 (Bio-rad) y se sometieron a 35 ciclos de

acuerdo a las siguientes condiciones: 94°C por 2 min, 94°C durante 40 s, 60°C por 1 min
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y 72°C por 40 s. Finalmente, las reacciones se calentaron a 72°C durante 15 s para

inactivar la enzima y se dejaron enfriar a 4°C hasta su uso.

Para identificar los productos de la reaccion de la PCR se realiz6 una electroforesis en gel
de agarosa al 2% utilizando la solucién TBE1X (500 mL de solucién tris-borato-EDTA
compuesta por 27 g de tris base, 13.75 g de 4cido borico y 10 mL de EDTA 0.5 M ajustada
apH 8.0.), y 0.3 mL/mL de gel de SYBR-Green (Invitrogen), se coloco la solucion en un
molde de 6 mL impreso con polimero de acido polilactico (PLA) en una impresora 3D
Creator Pro Flashforge. Una vez solidificado el gel se colocd en un pozo SuL del producto
de la PCR. Se utiliz6 de referencia una escalera de peso molecular 100 pares de bases de
acuerdo a lo descrito por el proveedor (Promega). Se utilizé una tension de 80 mV durante
30 min. Por ultimo, se coloco el gel dentro del equipo WiseDoc WGD-30 (Wisd) acoplada
a una camara digital y utilizando el software Wise Capture II se fotodocumentaron los

resultados que representan al menos tres repeticiones experimentales.
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Tabla V. Secuencias de oligonucledtidos experimentales.

CANAL SECUENCIA PRODUCTO
ESPERADO
(PB)

KV11F 5’ - GTAGACCTCTGAACCTTCTGG -3" 326 pb

KV11R 5’ - AGAGTCTTGAGCTGCGTCTC -3’

KV 3.1-2F 5 -ACAGCCACTTCGACTATGA -3’ 346 pb

KV 3.1-2R | 5 - CTGAGCGCCAATCTCTTG -3’

KV 42F 5’ = CTCTGCCCACCATGACTGCTA -3 201 pb
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TABLA V. CONTINUACION. ..

KV 42R 5> — CCACTGCATACCTTTCCCCACAA —
3’

KV 6.3 F 5’ - GCATCGTGCGGTTCATCGTC -3’ 431 pb

KV 6.3 R 5’ - CATGTCTCCATAGCCCACTG -3’

B-ACTINA | 5° - TCGTGCGTGACATTAAAGAG -3’ 198 pb
F

B-ACTINA | 5° - TGCCACAGGATTCCATAC -3’

R

KIR1.1F | 5 -CAGAAGTTGATGAAACGGACG-3" 148 pb

KIR1.1R | 5 -GTGCTAGCAGATTTCGCATG-3’

KIR2.1F |5 -CAATGCAGACTTTGAAATCG-3’ 326 pb

KIR2.1R | 5 -TGAGAACGGAGTTCCAGAGA-3’

KIR 3.3F 5’ — AGAGGGGACCTAGGGTATTG- 3’ 152 pb

KIR3.3R | 5 - AAAATCTTCCCGGAGAGACGG-3’

KIR4.1F | 5 -GTGACAGGCAAACTGCTTCA-3’ 104 pb

KIR4.1R | 5 - GGGCTATCAGAGGCTGTGTC-3’
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TABLA V. CONTINUACION. ..
KIR5.1F |5 — GCTTCAGCTATTTTGCCCTCAT-3" 100 pb

KIRS5.1R | 5 - ACCGTGCCCTCTACCACATG-3’

KIR6.2F | 5 —ATATCAGTCCAGAGGTTGGTG-3’ 157 pb

KIR6.2R | 5 - AGGGATAATGCCCTTTCGG- 3’

Secuencias confirmadas en BLAST (basic local alignments search tool) en nucleotide

(www.pubmed.com). F, sentido; R, antisentido.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Expresion de transcritos de canales de potasio de rectificacion entrante (Kir) y
canales de potasio de rectificacion tardia (Kv) en cerebelo de ratas normo- e

hiperglicémicas

La hiperglicemia crdnica es capaz de generar cambios en las células del sistema nervioso,
los cuales se ven reflejados en su morfologia celular y en la expresion de proteinas que
utilizan sus células para comunicarse. La literatura sefiala que las estructuras cerebrales
reaccionan de maneras diferentes ante una misma enfermedad. Por ejemplo, se sabe que
la corteza del CER es mas resistente a la hipoglicemia que la corteza cerebral, debido a
que el CER tiene mayores reservas de glucogeno y es capaz de metabolizar la fructosa
(Heikkild et al., 2010). Sin embargo, no se sabe si es mas resistente a la hiperglicemia.
Este trabajo analizo los efectos que genera la hiperglicemia sostenida sobre la expresion
de canales de potasio de rectificacidon entrante (Kir) y rectificacion tardia (Kv) en el CER

de la rata.

Se encontrd (Figura 9) que los cerebelos sanos e hiperglicémicos expresaron transcritos
para Kirl.1, Kir3.3, Kir4.1, Kir6.2, Kv1.1, Kv3.1 y Kv4.2. Sin embargo, ambos cerebelos
no expresaron transcritos para Kir2.1, Kir5.1 y Kv6.3. Estos resultados revelaron
diferencias de expresion de los transcritos Kir5.1 y Kv6.3 en el cerebelo hiperglicémico
en comparacion con el lobulo frontal de la rata hiperglicémica (datos no publicados)
(Tabla VI). Estos hallazgos sugieren que la exposicion prolongada a una alta
concentracion de glucosa en sangre genera un efecto distinto en el CER en comparacion
con la retina y el 16bulo frontal, referente a la expresion de proteinas y su posible

participacion fisiologica.

53



Kr Kr Kr Kir Kffr Kir Kv Kv kv Kv B
100 33 21 33 41 51 62 11 31 42 63 acina

-
-
o T

_.'. e

K b v kv K K v kv kv kv g
100 31 21 33 41 51 62 317 31 42 63 actea

-—
- -
200 - o
- -
® .. & -

‘ - .

Figura 9. Productos de RT- PCR en gel de agarosa al 2% de canales de potasio de
rectificacion entrante (Kir) y de rectificacion tardia (Kv) en cerebelo de ratas control (A)
e hiperglicémmica (B) (n=3). 100, escalera de 100 pb; Kirl.1 (148 pb), Kir2.1 (326 pb),
Kir3.3 (152 pb), Kir4.1 (104 pb), Kir5.1 (100 pb), Kir6.2, (157 pb), Kv1.1 (326 pb), Kv3.1
(346 pb), Kv4.2 (202 pb), Kv6.3 (431 pb), B-actina (198 pb).
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Tabla VI. Expresion transcritos Kv en cerebelo y 16bulo frontal normo e hiperglicémico.

Cerebelo
Crrl
Cerebelo
HG

Lobulo
frontal Ctrl
Lobulo
frontal HG

Kir
1.1

+

+

+

+

Kir Kir Kir Kir Kir Kv Kv Kv Kv
2.1 3.3 4.1 5.1 6.2 1.1 3.1 4.2 6.3

- + + - + + + + -
- - - - - - + + -
- - + - - - + + -
- + + - + + + + -

Cer. Cerebelo, LF. Lobulo frontal, HG. Hiperglicémico, Ctrl. Control (datos no

publicados).
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Los canales de potasio de rectificacion tardia (Kv) regulan la excitabilidad neuronal,
estabilizacion de potencial de membrana y la transmisién de la informacién con la
finalidad de prevenir la hiperexcitabilidad neuronal. El canal Kv 1.1 participa en procesos
de aprendizaje y memoria, y se ha mostrado que la regularizacién de este canal es
necesaria para la adquisicion de nueva informacién. Los autores Kourric et al., (2005)
mostraron que los cambios conductuales alteran la expresion de los canales Kv1.1. Por
ejemplo, en procesos de aprendizaje los niveles de ARNm de Kvl.1 se incrementan o

disminuyen dependiendo del estimulo al que son sometidos (Kourric et al., 2005).

El canal Kv3.1 se distingue de los otros canales de potasio por tener umbral de activacion
alto (-20 mV), lo cual le permite activarse y desactivarse de manera rapida, acorta el ancho
de los potenciales de accion, pero no interfiere en su amplitud, este canal permite que las
neuronas auditivas sigan las entradas sindpticas de alta frecuencia (Wang, 1998; Devaux,

2003).

El canal Kv4 tiene como funcién bloquear la propagacion retrograda de los potenciales de
accion de las neuronas, ademas de formar complejos con varias subunidades accesorias
como la proteina de tipo dipeptidil aminopeptidasa (DPP), éste coensamblado aumenta la
amplitud de la corriente, y acelera la recuperacion de la inactivacion de la corriente Kv4

(Jeanne et al., 2015).

El canal Kv6.3 no forma un canal i6nico dependiente de voltaje funcional cuando se
expresa por si mismo, pero cuando Kv6.3 y Kv2.1 se coexpresaron, los canales
heteromultiméricos mostraron una tasa de desactivacion disminuida en comparacioén con
la del homomultimérico Kv2.1. Este canal se encuentra ampliamente expresado en el

cerebro sin embargo en condiciones fisioldgicas no se expresa en CER (Sano, 2002).

Los canales de potasio de rectificacion entrante (Kir) modulan la excitabilidad celular, el
potencial de membrana y la secrecion de neurotransmisores y hormonas. Pru y
colaboradores, por medio de inmunohistoquimica mostraron la presencia de la familia de
los Kir2 en ratas adultas en células de los nucleos profundos y en la capa granular del

cerebelo, sin embargo, en este estudio se trabajo con ratas posnatales en las cuales no se
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encontrd expresion de dichos transcritos en CER, lo cual sugiere que la expresion de

canales Kir2.1 podria sar dependiente de la edad (Pru et al., 2005).

El canal Kir3.3 es una proteina codificada por el gen KNCJ9 localizado en el cromosoma
1g21-23 y est4 vinculado con la diabetes mellitus tipo II en Indios Pima de Arizona. Este
transcrito se expreso solo en condiciones de hiperglicemia en lobulo frontal (Vaughn et
al., 2000). Los canales Kir3 generalmente estan formados por el ensamblaje de
subunidades Kir3.1 con otros miembros de la misma familia, como los heteromeros
Kir3.1/Kir3.4 en los miocitos auriculares. Se ha descrito el ensamblaje conjunto de las
subunidades Kir3.0 y Kir4.1, pero en general no son viables o se degradan rdpidamente.
El ensamblaje heteromérico de Kir4.1 con Kir2.1 da como resultado un canal que es mas

fuertemente rectificador entrante que los canales homoméricos de Kir4.1 (Butt, 2006).

La subunidad Kir5.1 no forma canales homoméricos funcionales, y exhiben
heteromultimerizacion altamente selectiva con Kir4.1 para generar canales heteroméricos
Kir4.1/Kir5.1 con propiedades rectificadoras y cinéticas unicas (Brasko et al., 2017).
Kir5.1 también se coensambla con Kir2.1 para formar canales eléctricamente silenciosos,
controlando negativamente la actividad del canal Kir2.1 en células nativas (Butt, 2006).
La subunidad Kir5.1 participa en la regularizacion del pH y el volumen celular, el no
encontrar este transcrito en el CER, sugiere que estas funciones se llevan a cabo por

distintos mecanismos celulares en el CER.

El canal Kir6.2 se encuentra distribuido en el encéfalo, participa en la deteccion del
oxigeno y la glucosa en el encéfalo, ademas de ser citoprotector durante la isquemia
cerebral. En un estudio se utilizo la espectroscopia de resonancia magnética de protones
para cuantificar la cantidad de glucosa en el cerebro y los niveles de metabolitos en el
CER, la corteza cerebral, la sustancia blanca cerebral y el tdlamo de los hombres
diabéticos y no diabéticos después del ayuno nocturno, los niveles de glucosa en ayunas
fueron dos veces mas altos en el CER. Los pacientes con diabetes tipo 1 libre de
complicaciones mostraron alteraciones del metabolito cerebral en la corteza cerebral y la

materia blanca, pero no en el CER, sugiriendo que la diabetes no altera el contenido de
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glucosa o la captacion en el CER. La hiperglucemia aguda también aument6 el contenido
de agua en el tejido cerebelar en un 10% dicho aumento puede servir para proteger el CER

de los efectos potencialmente perjudiciales del exceso de glucosa (Lundbom, 2010).

CONCLUSION

Los cerebelos sanos e hiperglicémicos de la rata postnatal expresaron los mismos
transcritos de canales de potasio de rectificacion entrante (Kir) y de rectificacion tardia
(Kv) de acuerdo a la metodologia utilizada en este trabajo de investigacion. Estos
hallazgos cientificos sugieren que las altas concentraciones de glucosa en sangre no
modifican la expresion de los canales de potasio en las células del cerebelo de la rata.
Seria interesante investigar qué recursos bioldgicos presentan las células del cerebelo para
responder sin cambios aparentes en la expresion de los canales de potasio y su
participacion fisiolégica ante la exposicion a altas concentraciones de glucosa, que
contrasta con los efectos neuropatologicos que se han descrito ampliamente en la

retinopatia diabética.
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