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l. Titulo del proyecto
CARACTERIZACION DE LA CORRIENTE DE POTASIO TIPO RECTIFICADOR TARDIO POR LA BRADIQUININA EN NEURONAS
SIMPATICAS

fll. Resumen (Maximo 200 palabras)

Mucho se ha descubierto del control de la presién arterial y los flujos locales de sangre a los tejidos del
cuerpo. De los mecanismos reguladores se sabe que de los mas importantes es el sistema nervioso
simpatico, sin embargo, no es Unico en producir cambios en estas variables fisioldgicas. La Bradiquinina, tiene
efectos biolégicos muy variables, como: reacciones alérgicas, shock séptico, hipotension, es neuromodulador
y regulador de la funcion renal. Es un potente vasodilatador con caida de presion, sin embargo, tiene la
capacidad de aumentar la excitabilidad en neuronas simpaticas. Esto es interesante ya que la via simpética
libera noradrenalina que es un potente vasoconstrictor periférico contribuyendo al aumento de la presion
arterial. La bradiquinina ocasiona vasodilatacion en vasculatura periférica, pero estimula la via simpatica
haciendo lo contrario, cual es la razén de lo anterior. Lo que pensamos al respecto es que el control de flujo
sanguineo es complejo, ya que para tener un flujo se requiere de una diferencia de presion (sistema de alta a
baja presion). Al saberse poco de los mecanismos de la bradiquinina sobre neuronas simpaticas nos dimos a
la tarea de saber mas al respecto, de aqui el presente proyecto.
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Ill. Principales resultados

Caracterizacion de cultivo primario de neuronas simpaticas de rata

Una vez que se conoci6é y aprendié el manejo de equipo de laboratorio y preparacion de soluciones
fisiologicas, se procedid a obtener y caracterizar el cultivo primario de neuronas simpaticas, entre ellos los
tiempos a usar de enzimas de dispersion (Papaina, Colagenasa Il y Dispasa), ya que esto es sumamente
importante ya que todo el experimento en si radica en que tus células estén dispersadas, pero no tan dafadas
para que estén en proceso apoptotico. A continuacion, les muestro fotos de neuronas en cultivo primario de 24
horas, donde se observan neuronas viables listas para registro (Figural). Aqui después de varios intentos se
logro obtener neuronas viables del ganglio cervical superior, con 30 minutos de tiempos de enzima con dos
intervalos de dispersion mecanica muy pero muy suave.

Figural: Neuronas en cultivo primario de 24 horas post dispersidon. Se aprecian neuronas bien definidas en campo claro con
objetivo de 20X. Se pueden apreciar parte de ellas como son dendritas y axones las cuales son caracteristicas de este tipo celular,
cabe resaltar que para registro electrofisiolégico es necesario que la neurona sea lo mas redonda posible siendo este tiempo suficiente
al parecer para que la neurona esta fuerte pero que todavia no haga axones o dendritas que le hagan perder lo esferoide. También un
detalle importe que a este tiempo practicamente no se observan fibroblastos lo cual estd muy bien ya que para nosotros este tipo de
célula es un parasito por que se desarrolla muy rapido opacando a las neuronas que se pueden tener en nuestro cultivo. También en
esta figura y de menor importancia se observan muchas células de tamafio pequefio en comparacion a las neuronas sefialadas, estas
células no son de interés ya que podrian ser neuronas que perdieron su capacidad de regular su volumen por apoptosis o pudieran ser
restos de globulos rojos que quedaron del proceso de obtener el cultivo primario.
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A 48 horas se aprecian neuronas y muchos fibroblastos, células que al igual de las neuronas pareciera
gue tienen dendritas 0 axones sin embargo no lo son, ademas de que este tipo de célula en comparacion a la
neurona se aprecian mas delgadas y estrelladas y no esféricas o redondas con profundidad, esto al momento
de observar en el microscopio (Figura 2), lo que nos estaria indicando que una vez obtenido el cultivo celular
tenemos maximo 36 horas para poder trabajar con él, ya que el fibroblasto, aunque no lo parece crece y tapa
a la neurona lo que nos causaria un problema a la hora de registro electrofisioldgico neuronal. Y por otro lado
en este tipo de registro se requieren células lo mas redondas posibles, a 24 horas no se aprecian
deformaciones grandes de la neurona. Sin embargo, a 48 horas la neurona ya tiene las caracteristicas de
estas células como son dendritas y axones para la comunicacion con otras células, de igual manera esto nos
causaria un sinfin de problemas a la hora de registro electrofisiologico. Los experimentos se realizaron sin el
uso de factores de crecimiento neuronales (posterior a 48 horas las neuronas empiezan a morir ya que para
su supervivencia en largos periodos de tiempo se requieres factores de crecimiento) y bloqueadores de la
division celular de fibroblastos (no permiten que el fibroblasto se siga dividiendo y pueda cubrir nuestras
neuronas que son las de interés).

Figura 2: Neuronas en cultivo primario de 48 horas post dispersion. Se logra apreciar de igual manera que la figura anterior
neuronas viables bien definidas, sin embargo, es facilmente observable que a este tiempo la neurona tiene mayor nimero de dendritas
y axones muy bien definidos siendo esto un problema para los posteriores registros electrofisioldgicos. También se pueden observar
un gran namero de fibroblastos ya que entro mas tiempo estos se siguen dividiendo. Esto sin duda es problema ya que forman una red
sumamente abundante que puede tapar, aunque no lo parezca a la neurona.

En el mismo sentido de la caracterizacion de cultivo primario de neuronas lo que menciono arriba no nos dice
a ciencia cierta si son realmente neuronas, para poder identificar esto, se puede hacer de dos maneras: una
gue es registrar las células y si generan potenciales de accion o corrientes ionicas de sodio, calcio y potasio,
es indicativo de que efectivamente son neuronas (Figuras 6 y 7).

Otra forma es fijar sin perder las estructuras celulares con la técnica de formaldehido y suero fetal bovino para
posteriormente poder hacer el marcaje por medio de inmunocitoquimica y observacion con microscopia
confocal (fluorescencia a partir de estimulacion por laser, pero en un solo punto para que no genere
fluorescencia de toda la muestra si no de lo que solo lo que se observa, 6sea practicamente conjunto de
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células individuales), esto se logra gracias a células marcadas con anticuerpos poli o monoclonales
especificos a alguna proteina especifica y que a su vez pueden ser marcados con otro pero que este a
distintas longitudes de onda emiten luz, gracias a que la proteina se puede encontrar en mayor densidad que
otra en otra estirpe celular se generan mayores o menores fluorescencias.

Nucleos Reticulos endoplasmicos

Nicleos Reticulos endoplasmicos

Células PC12 Celulas PC12

Actina

Figura 3: Células PC12 con marcaje de inmunocitoquimica. Se puede apreciar en ambas figuras el marcaje de reticulo
endoplasmico en color verde (recuadros superiores derechos). El nlcleo se observa claramente en color azul (recuadros superiores
izquierdos), y muy poco el marcaje en color amarillo de actina (recuadros inferiores izquierdos). En los recuadros inferior derechos se
observa las mismas células con supe posicionamiento de cada una de las fluorescencias correspondientes a los marcadores
inmunocitoquimicos.

Un ejemplo de esto es las subunidades proteicas que forman los canales ibnicos ya mencionados con
anterioridad. Uno de estas subunidades es la KCNQ2 la cual se sabe que est4 en la membrana de neuronas y
en algunas estirpes celulares diferenciadas, pero no o mucho menor en fibroblastos, siendo pues esta una
forma de identificar a dichas células. Sin embargo, antes de cualquier cosa es aprender estas técnicas de
marcaje y microscopia especializada. En la figura 3 les muestro marcaje con inmunocitoquimica de células
PC12 donde se usaron tres tipos de anticuerpos monoclonales primarios con sus respectivos anticuerpos
monoclonales secundarios con regiones fluorescentes para posterior identificacion, (caracterizacion de
concentracion de soluciones y anticuerpos para posterior observacion con microscopia confocal). En azul
tenemos marcaje de nacleos con 4,6Diamidino-2-fenilindol (DAPI), el reticulo sarcoplasmico en verde y actina
en amarillo, esto fue gracias al utilizar anticuerpos monoclonales de rata. Posteriormente se procedié a marcar
células PC12 con el anticuerpo monoclonal contra KCNQ2 (figura 4) que se aprecia claramente en rojo y en la
periferia indicando que efectivamente la subunidad se encuentra inmersa en la membrana plasmatica.
También la identificacion del ntcleo con DAPI (coloracién azul, figura 4).
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Figura 4: Células PC12 con marcaje de anticuerpo monoclonal contra subunidad KCNQ2. En las figuras se muestra los nucleos
con tincién azul con DAPI, y en rojo basicamente en todo lo que es la célula especificamente la membrana de la subunidad KCNQ2
(subunidad que, en conjunto con otras 3 subunidades, generan la corriente idnica de potasio conocida como el tipo M) En la figura de
la derecha con microscopia confocal se sobreponen las epifluorecencias, correspondiendo que el nicleo en azul corresponde a
células, ya que el marcaje se puede observar en toda la célula.

Una vez que se aprendieron y caracterizaron (concentraciones de trabajo de anticuerpos) las técnicas en
células PC12, se procedi6 a realizar el marcaje de neuronas para su posterior identificacion y la
caracterizacién de cultivos primarios de neuronas. Lo anterior se puede apreciar en la figura 5, se observan
claramente grupo de células con prolongaciones (axones o dendritas) tanto en luz blanca (figura 5 superiores)
como con epifluorescencia (figura 5 inferiores izquierda) que seria el marcaje de células que contienen la
subunidad KCNQ2 (rojo), claramente se observa que todas las células mostradas se observan de rojo
indicando que la subunidad del canal de potasio se expresa o0 se encuentra en todas las partes de las células.
También en la figura 5, se puede apreciar el sobre posicionamiento de ambas figuras donde concuerdan que
las células observadas en campo claro son efectivamente las marcadas de color rojo, indicandonos en
primera instancia que expresan la subunidad KCNQ2 y en segunda estancia nos dice que son neuronas ya
gue esta subunidad se expresa abundantemente en neuronas para generar la corriente de potasio tipo M,
corriente ibnica importantisima en la excitabilidad neuronal.
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Figura 5: Neuronas del ganglio cervical superior de 24 horas post dispersion, marcadas con anticuerpos monoclonales hacia
la subunidad KCNQ2. Se puede apreciar en las partes superiores de la figura células en campo claro (40X), en estas se puede
apreciar muy sutilmente el cuerpo celular, asi como estructuras clasicas de las neuronas (dendritas y axones). Estas células fueron
marcadas con el anticuerpo hacia KCNQ2 donde se puede apreciar en las figuras de abajo e izquierda las mismas células en color
rojo, indicando que las neuronas expresan la subunidad KCNQ2 (40X). Mas aun en las figuras de abajo derecha se puede apreciar el
sobre posicionamiento de la foto en campo claro y con epifluorescencia donde concuerda perfectamente las células.

Una vez que se llevo a cabo la caracterizacion de la obtencion de cultivos primarios de neuronas del ganglio
cervical superior, se procedid, por un lado a caracterizar la generacion, registro, estimulacién y analisis de
neuronas simpaticas para la generacion de potenciales de accién y a la par el efecto farmacoldgico de la
Imipramina sobre las mencionadas neuronas, ademas del registro de corrientes idnicas con el set de registro
electrofisioldgico de la marca HEKA electronics y manejo de este con el programa Pulse version 8.2. Para
esto se realizaron cultivos primarios de neuronas de 24 horas post dispersion. En la figura 6A se puede
apreciar el registro del voltaje de membrana que fue igual a -57 mV y la generacién de potenciales de accién a
un pulso de inyeccion de corriente de 150 pA, las neuronas registradas tuvieron un patrén de disparo de
fasicas o adaptativas. De similar manera en la figura 6B se registré el voltaje de membrana que fue de -52 mV
(menos negativo que en la situacion control), y al pulso de inyeccién de corriente de 150 pA no generd ningun
potencial de accién, sin embargo, cabe aclarar que este grupo de neuronas fueron tratadas previamente con
Imipramina 500 pM.
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Figura 6: Efecto de la Imipramina sobre el potencial de membrana y potenciales de accién en neuronas del ganglio cervical
superior. En la figura A se muestran dos pulsos en la condicion control, en fijacién de corriente, el primero que corresponde a registrar
el voltaje de membrana de -57 mV (Vm) y el segundo pulso a 150 pA de inyeccién de corriente la cual se puede apreciar la generacion
subsecuente de potenciales de accion de manera adaptativa. En comparacion la figura B muestra los mismos pulsos sin embargo con
la adicion al bafio de la camara de registro electrofisiolégico de Imipramina 500 uM. Se puede apreciar claramente que el voltaje de
membrana es a valores no tan negativos (de -57 a -52 mV) y en el mismo sentido el pulso de 150 pA de inyeccién de corriente no
genera ningun tipo de potencial de accién.

Para esclarecer por qué en presencia de Imipramina hay un voltaje de membrana menos negativo y ha pulsos
de inyeccion de corriente (150 pA) no se generan potenciales de accién, veamos qué es lo que hace la
Imipramina. Este farmaco se da como terapéutica de la depresion, se sabe que su efecto farmacoldgico es la
diminucion de la excitabilidad de estirpes neuronales reguladoras (principalmente neuronas inhibitorias), a
detalle se sabe que es un bloqueador de la corriente de potasio tipo M (IKM) y esta corriente es en las
neuronas del ganglio cervical superior la principal corriente que mantiene el potencial de membrana a valores
negativos, ya que es una corriente de bajo umbral (su cinética de apertura es a valores muy negativos) y
ademas no presenta inactivacion por voltajes a valores positivos. Entonces al ser un canal que genera una
corriente de potasio saliente constante a valores negativos, mantiene el potencial a valores negativos (salida
de cargas de potasio positivas del interior al exterior de la célula), sin embargo al adicionar o estimular con
Imipramina (bloqueador de este canal) las cargas positivas se quedan dentro de la neurona por lo que
contribuye a un cambio a valores menos negativos del potencial de membrana (de -57 mV a -52 mV) esto es
suficiente para que esta neurona gque en condiciones control genera potenciales de accién en la condicion con
Imipramina no genere dichos potenciales, esto por una pérdida de la excitabilidad que a detalle se describiria
como inactivacion por voltaje positivo de los canales de sodio. Se sabe que si los canales de sodio se
encuentran en su estado inactivado no pueden generar corriente, solo hasta cuando el voltaje de la membrana
se restablece a valores muy negativos. En base a que la corriente de potasio tipo M esta bloqueada por la
Imipramina estas cargas de potasio positivas no salen por lo que el interior de la célula se queda mas positivo
y esto es suficiente para que no se remueva la inactivacion de las corrientes de sodio y por lo tanto, no
generacién de potenciales de accién a inyeccion de corriente al menos 150 pA. Sin duda se comenzé a
esclarecer efectos farmacol6gicos sobre estas neuronas.

En el mismo sentido y al querer ver la participacion de neuropéptidos o farmacos y las cascadas de
sefializacion que subyacen a estas sustancias, se procedioé a caracterizar y andlisis de corrientes i6nicas en
neuronas de ganglio cervical superior. En la figura 7 se muestran corrientes de calcio tipo N (ICan) y el efecto
gue tiene la Norepinefrina 10 uM (NE). Claramente se puede observar la corriente entrante control (hacia
abajo de la linea discontinua) y una menor corriente con la aplicacion de NE (figura 7A).
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Figura 7: Efecto de la toxina Pertusis sobre el efecto que tiene la Norepinefrina sobre la corriente de Calcio tipo N en
neuronas del ganglio cervical superior. En la figura A se muestra el registro caracteristico de la corriente entrante de calcio tipo N
(trazo ctrl), al aplicar al bafio de registro electrofisiolégico, Norepinefrina la corriente mencionada es inhibida, esto se puede apreciar
como una menor cantidad de la corriente mencionada (trazo NE 10uM). Sin embargo, en la figura B se aprecia de igual manera la
corriente de calcio tipo N y al aplicar NE la inhibicién es mucho menor, cabe resaltar que estos registros son en un grupo de neuronas
que fueron incubadas durante toda la noche con la toxina pertusis.

De similar forma, pero al querer esclarecer o cuales son los elementos involucrados en como la NE inhibe a la
ICan, se procedio a utilizar la toxina pertusis (figura 7B) para identificar si el receptor a NE esta o no esta
acoplado a la proteina Go/i; La toxina pertusis ocasiona que la proteina Go/i se desacople de sus receptores
por lo que la sefializacion que involucra Go/i. En este experimento nos estaria indicando que la NE utiliza un
receptor acoplado a la proteina Gol/i. Esto se infiere ya que se puede observar una disminucién notable del
efecto inhibitorio que tiene la NE sobre la ICan (Figura 7B) en comparacion a la situacion control donde el
efecto inhibitorio es mayor (Figura 7A), esto nos indica que la modulacion que tiene la NE sobre la ICan
involucra a la proteina Go/i que a su vez ocasiona que se disminuya la actividad de la adenilato ciclasa y con
ello la disminucién celular de adensin monofosfato ciclico (AMPc), segundo mensajero por excelencia). Con
estos resultados esclarecemos un efecto farmacolégico y a la vez caracterizamos el set de registro
electrofisioldgico del laboratorio de Neurobiologia.

A la par de los experimentos y resultados anteriores se llevé a cabo la perfeccion de la técnica de marcaje
inmuno — histoquimica ya que como mencione en el reporte anterior se logré el marcaje de la subunidad
KCNQ?2 principalmente de células pcl2. Posteriormente de neuronas simpaticas de ganglio cervical superior
(GCS). Sin embargo en estas Ultimas se nos presentdé un problema, estas células al querer tefiir el nacleo
para identificar en su totalidad las neuronas del ganglio y otras estirpes celulares (fibroblastos) con
4,6Diamidino-2-fenilindol (DAPI), las células especificamente los nlcleos se reventaban dando el marcaje de
la célula solo de la membrana de la subunidad KCNQZ2; cabe aclarar que en las células pcl2 si se pudo
marcar el nucleo, esto probablemente a que son células muy pequefias en comparacion a las neuronas ya
gue son de 10 micras y 50 micras respectivamente. Llegamos a la conclusion que al momento de poner el
cubreobjetos para su observacion en el microscopio confocal este cubreobjetos las pudiera estar aplastando.
Lo que se realizé para resolver esta problematica fue que se pusieron pequefios vidrios como separador entre
la muestra y el cubreobjetos, logrando con éxito el marcaje de por un lado en la membrana el KCNQ2 y por
otro los nudcleos tanto de neuronas como fibroblastos. Con esto entonces se logré el mejoramiento de la
técnica mencionada, al menos para cultivo primario de neuronas y las estirpes células que se presentan a la
hora de obtener el cultivo de neuronas a partir de ganglio cervical superior. En la figura 8 se muestran células
de cultivos primarios (48 horas pos dispersion) de neuronas que se obtuvieron a partir de ganglios cervicales
superiores de rata, fijados y posteriormente marcado con DAPI (Ndcleo, azul), subunidad KCNQ2 (membrana,
rojo). Se pueden apreciar tanto neuronas como fibroblastos, de los cuales se pueden identificar ambos en
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primera instancia por su morfologia, en segundo lugar por su intensidad de fluorescencia roja (analisis
mostrado en la figura 10 de la subunidad KCNQ?2) y en tercer lugar el nlcleo ya que se encontré que este
organulo en los fibroblastos es alargado y su contenido es altamente denso, a lo cual da una coloracién de un
azul intenso, a diferencia de los nucleos de la neuronas que son mas grandes, completamente redondos y su
material genético es mas disperso, por lo que da una coloracién azul tenue. De igual manera en la figura 9 se
puede apreciar por un lado a una sola neurona (figura 9C) y por otro a fibroblastos (9C’), claramente se
pueden apreciar las diferencias mencionadas anteriormente. En estas figuras (1 y 2) se encuentran fotografias
tanto de neuronas como de fibroblastos en campo claro (8A, 9A y 9A"), en 8B, 9B y 9B’ la emision en azul de
los nucleos (marcaje con DAPI) en 8D, 9D y 9D’ la emision en rojo de la subunidad KCNQ2 y por ultimo en
8C, 9C y 9C’ el super posicionamiento de todas las demas.

Figura 8: Cultivo primario de ganglio cervical superior de rata. Se puede apreciar neuronas y fibroblastos en cultivo primario de 48
horas en campo claro (A), epifluorescencia confocal de los nucleos celulares en azul (B), slper posicionamiento de las distintas
fotografias (C) y epifluorescencia en rojo de la subunidad KCNQ2, que corresponderia a una proteina anclada a las membranas
celulares (D). Neuronas son identificadas gracias a la flecha en negro en donde el ndcleo correspondiente a esas células se puede
identificar redondo y tenue en comparacion a fibroblastos identificados con la linea blanca del cual los nicleos que les corresponden
son alargados con un intenso color azul. Aunque la subunidad KCNQ2 (rojo) es o se creia que se encontraba solo en células
excitables (formacion de canales iénicos responsables de la excitabilidad de algunas células) aqui se demuestra que el fibroblasto
también expresa la mencionada subunidad proteica.
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Figura 9: Neurona y fibroblasto en cultivo primario. Se puede apreciar en A y A’, fotografia en campo claro de una neurona y
fibroblastos en cultivo primario de 48 horas. En B y B’ la epifluorescencia confocal en azul de los nicleos la cual claramente se puede
apreciar que el de la neurona es completamente redondo en comparacion al de los fibroblastos que es alargado. En C y C’ el stper
posicionamiento de todas las fotografias para poder apreciar bien la célula y sus componentes marcados los cuales son los nicleos
(azul) y la membrana el cual contienen a las subunidades KCNQ2 (rojo). En D y D’ se aprecia solo la epifluorescencia confocal del
marcaje de la subunidad KCNQ2 que corresponde a una proteina de membrana, por lo cual esto nos ayuda a apreciar perfectamente
la morfologia de estas células. La neurona se puede apreciar lo que fuera axén o dendritas y en el fibroblasto alargado fusiformes.

Cabe mencionar el hallazgo de que los fibroblastos también expresan a la subunidad KCNQ2 (figuras 8 y 9
D’), al igual que las neuronas y otras extirpes excitables, sin embargo, el fibroblasto se sabe que no tiene
caracteristicas de excitabilidad, también pareciera que expresan en muy similar cantidad la subunidad
mencionada por lo que nos dimos a la tarea de llevar a acabo dicho andlisis.

Gracias a la microscopia confocal y por medio del software ZEN blue, se puede hacer un andlisis de la
emision de epifluorescencia y con esto saber si expresa en igual cantidad la subunidad KCNQ2 expresada en
fibroblastos de cémo la expresan las neuronas GCS de rata. Esto sin duda nos dara mas informacién para
identificar y con esto poder hacer una mejor caracterizacién del cultivo primario de neuronas simpaticas como
lo son las del GCS. Las células presentes en el cultivo primario de GCS contiene entonces por lo menos dos
tipos celulares bien observados a las 48 horas postdispercion (Neuronas y fibroblastos), por lo pronto los
fibroblastos no nos interesaria, al menos para los proyectos que se tienen en puerta), sin embargo surge la
pregunta y el querer indagar para que o cual es la razén de que una célula a la cual no se le considera para
nada excitable exprese dicha subunidad, mas aun, si esta subunidad forma canales i6nicos de potasio
funcionales en la célula, la cual daria en ellas corrientes de potasio (futuros proyectos).

Como se menciond el andlisis de fluorescencia se llevd a cabo gracias al software ZEN blue, los resultados
obtenidos se pueden apreciar en la figura 10, donde por un lado tenemos que algunas células tuvieron
epifluorescencia confocal marcada en todo el soma celular (Figura 8D y 9D’) y otro grupo de células solo tuvo
esta epifluorescencia a los contornos de las células (Figura 8D y 9D) estos grupos fueron analizados por
separado a lo cual en ambas estirpes celulares (neuronas y fibroblastos) mostraron expresion de la
subunidad KCNQ2.
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Figura 10: Analisis de epifluorescencia confocal de la subunidad KCNQ2 de neuronas y fibroblastos. En A se puede apreciar la
intensidad de epifluorescencia confocal emitida por la subunidad KCNQ2 en todas las neuronas (rojo) y fibroblastos (verde),
claramente se puede ver que la intensidad en neuronas es mucho mayor en comparacion a lo observada en fibroblastos. En B se
puede apreciar de igual manera la epifluorescencia confocal, pero de células que presentaron epifluorescencia a la periferia o contorno
celular, como se puede ver en esta grafica los picos corresponderian al mencionado contorno indicandonos por un lado que la neurona
es mas grande y que presenta mayor epifluorescencia emitida por KCNQ2. En C se muestra el resumen del andlisis de las
epifluorescencias mencionadas a lo cual en barras negras tenemos a las neuronas que dan una intensidad aproximada de 90 contra
20 de los fibroblastos (barras blancas).

La figura 10A nos muestra el analisis de células que presentaron claramente epifluorescencia en toda la
superficie celular (Neuronas; lineas rojas y Fibroblastos: lineas verdes) y la figura 10B de igual manera, pero
de las células que presentaron mayormente la epifluorescencia en los contornos celulares (nétese que la
intensidad de la fluorescencia tiene picos, esto ya que estaria indicando el analisis de solo el contorno celular).
Claramente se puede apreciar que la intensidad de fluorescencia es significativamente mayor en las neuronas
que en la de los fibroblastos, este resultado se puede apreciar mas a detalle en la figura 10C, la cual nos
muestra el promedio de intensidad de fluorescencia de las células mencionadas siendo para las neuronas de
aproximadamente de 90 contra solo de 20 en los fibroblastos. De este dato tenemos que, aunque es
comparablemente menor la expresion de KCNQ2 en los fibroblastos en comparacion a lo observado en la
neurona, los fibroblastos si expresan a la mencionada subunidad y por lo tanto es muy posible y a manera de
comprobarlo que estas células pudieran tener corrientes iénicas de potasio que pudieran tener alguna funcién
especial en este tipo de células (analisis para futuros proyectos).
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Una vez concluidos los experimentos de caracterizacién e identificacion de neuronas se llevaron a cabo los
estudios correspondientes al efecto que tiene la Bradicinina (BK) sobre la corriente de potasio tipo rectificador
tardio (IKv) de neuronas simpaticas de rata. En primera instancia se llevé a cabo la caracterizacion del efecto
de este farmaco con la mencionada corriente. Para esto se hizo un analisis y se obtuvo una clasica grafica
dosis — respuesta. Esto se puede apreciar en la figura 11 donde los incrementos normalizados a 1 con
respecto a la dosis mayor de BK, y al hacer una regresion no lineal sigmoidea de los datos se pudo obtener
una grafica donde el eje de las X al ser logaritmica y a partir de esto, se obtuvo una concentracién media del
efecto del incremento de la IKv por la BK, siendo de una ECso= 40.06 nM. El efecto maximo se encontré por
arriba de los 500 nM. Una vez sabida la dosis del farmaco sobre la IKv se procedio a indagar un poco mas
sobre el efecto de la BK sobre la IKv.

0.8
0.7

06|

ECs0= 40.06 nM

Incremento de |IKv (Incremento/Incremento maximo)

I T TTTTT I T TTTITT T T TTTITh I T TTTTI
1 3 10 20 100 200 500 1000

[BK nM]

Figura 11: Curva Dosis — Respuesta de la BK sobre la IKv. Se puede apreciar el efecto de varias concentraciones de BK sobre la
IKv (puntos negros) en una grafica normalizada en relacion al mayor incremento de la corriente IKv alcanzada. La linea roja es el
ajuste de regresion sigmoidea del cual se obtuvo una ECso= de 40.06 nM, la cual es la concentracion media a la cual la BK incremento
en 50 % a la corriente mencionada.

Una vez encontrado las concentraciones supra maxima de la BK sobre la de incrementar a la IKv, se procedio
a caracterizar como se lleva el mencionado efecto. En primera instancia, se quiso ver si el incremento de la
corriente es sensible a la didlisis, ya que varios experimentos que a realizar requieren de didlisis de estas
células de por lo menos 2 y 5 minutos, ademas de que las cascadas de sefializacién podrian verse afectadas
por dicha dialisis y con esto disminuir el efecto de la BK sobre la corriente de potasio (Figura 12). Esto es que
a mayor dialisis mas de los elementos citoplasméaticos son dializados hacia la pipeta de registro que esta
tocando a la célula. Se sabe que los efectos de la BK o de otros neuropéptidos sobre otras corrientes de
potasio utilizan al receptor de Bradiquinina u otros receptores y que estos a su vez son receptores de 7
dominios transmembranales o acoplados a proteinas G, de las cuales se sabe que utilizan elementos
citoplasmaticos. Al ver el efecto de la BK sobre el incremento de la IKv a diferentes tiempos de didlisis se
encontré que a mayor tiempo de didlisis el incremento observado fue menor, esto se puede apreciar en la
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figura 12 donde se obtuvieron 15.38 y 8.54 pA/pF a 2 y 5 minutos de didlisis respectivamente. Esto sin duda
nos habla que muy probablemente el efecto de incremento esta utilizando elementos citoplasmaticos que se
pierden o se ven comprometidos a mayor didlisis.

Dialisis

A i B

BK

Control Control

20ms
20 ms
BK
C 20 — (500 ni)
5
15 |-
& 5
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g 1
5 e
Dialisis
0
2 min 5 min

Figura 12: Efecto de la didlisis sobre el incremento de la BK sobre IKv en neuronas GCS de rata. En A y B se pueden apreciar
registros caracteristicos de la corriente IKv a 2 y 5 minutos de dialisis (A y B respectivamente). Claramente se puede apreciar que a
partir de una corriente control la posterior adicién de BK 500 nM produce un incremento en la corriente siendo mayor para una dialisis
de 2 minutos que de 5 minutos. En la figura C se muestra el resumen de estos experimentos a lo cual se puede apreciar en barras
negras el incremento de la BK a una didlisis de 2 minutos el cual fue de aproximadamente 15.5 pA/pF (n= 5) contra solo 9.5 pA/pF
(n=5) a una didlisis de 5 minutos (barras blancas).

En el mismo sentido de seguir descubriendo o de caracterizar al efecto de la BK sobre el incremento de la IKv,
se procedié a encontrar por medio de cual receptor se lleva a cabo dicho efecto ya que se sabe que la BK no
puede pasar la membrana celular por lo que dicho efecto tiene que ser por medio de algun recetor, también se
sabe que en las neuronas simpaticas del GCS se expresan tanto el receptor a la Bradiquinina tipo 1 como el
tipo 2. Mas aln que la mayoria de los efectos que tiene la BK sobre modular otras corrientes de potasio en las
neuronas, lo hace por el receptor a la BK tipo 2 por lo que muy posible la modulacion de IKv lo haga de igual
manera. A manera de comprobarlo se llevé a cabo una serie de experimentos donde se utilizd un antagonista
de receptor a la BK tipo 2, el HOE - 140 (Figura 13).
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Figura 13: Efecto del antagonista HOE — 140 sobre el efecto modulador de la BK sobre la IKv de neuronas simpaticas de GCS
de rata. En las graficas A y B, se puede apreciar el curso temporal del efecto de la BK (500 nM) sobre incrementar a la IKv en la
situacion control y en presencia de HOE — 140 (250 nM) respectivamnete. Estos resultados se resumen en la grafica D donde se
puede apreciar claramente un incremento de aproximadamente 7.2 pA/pF ( barras negras; n=4) en la situacién control, en compracion
de los solo 3.5 pA/pF (barras blancas; n=5) en presencia de HOE — 140. De similar manera se aprecia lo mismo en la grafica C donde
el incremento de la BK (200 nM) sobre la IKv fue de 5.2 pA/pF (barras negras; n=5) contra un menor aumento en presencia del
antagonista, siendo de 1.5 pA/pF (barras blancas; n=6). Notese que el aumento de la corriente en presencia del antagonista fue menor
en comparacion a el aumento de la corriente en presencia del HOE — 140 pero de la grafica D, esto ya que se usaron distintas
concentraciones de BK 200 y 500 nM respectivamente. En ambos experimentos el resultado fue significativamente menor en
comparacion a su control.
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En dichos experimentos se puede apreciar en la figura 13A y B donde por un lado se muestra el curso
temporal de la IKv antes y después de aplicarle BK (puntos negros y blancos respectivamente) y por otro el
resumen de dichos experimentos a 200 y 500 nM de estimulacién con BK (graficas 13C y D respectivamente).
Se puede apreciar claramente que el incremento de la corriente por la BK es mayor en la situacion control o
sin el antagonista a receptor a BK tipo 2 (grafica 13A), mientras que al utilizar el HOE- 140 (250 nM) y
posteriormente estimular con BK el incremento fue considerablemente menor (grafica 13B), estos resultados
se puede apreciar mas en la grafica 13C donde los promedios de incrementos de la corriente por la BK (200
nM), fueron de aproximadamente 5.1 pA/pF (n=5) en la situacion control contra solo 1.5 pA/pF (n=6) al
estimular junto con el antagonista mencionado. Esto mismo se puede apreciar en la grafica 13D, solo que aqui
se utilizd mayor cantidad de BK (500 nM), con la misma cantidad de HOE — 140 (250 nM), se observa que el
incremento de esta serie de experimentos fue de 7.2 pA/pF (n=4), contra 3.5 pA/pF (n=5), siendo menor de
igual manera que en la gréfica 13C. Este aumento de la corriente al ser estimulada con mayor BK y en
presencia del antagonista, pudiera ser ya que a mayor cantidad de BK (500 nM) gana un poco mas los sitios
de unién de la BK con su receptor que la del antagonista sobre el mismo receptor, alcanzando un estado
mayor de activacion el receptor a la BK y por lo tanto un mayor aumento, sin embargo, cabe resaltar que fue
de igual manera que en 13C significativamente menor en comparacion a la situaciéon control. Estos resultados
nos dicen pues que el efecto modulador que tiene la BK sobre incrementar a la IKv es o lo hace por medio del
receptor a la BK tipo 2. En resumen, lo presentado hasta aqui es que se perfecciono la técnica de marcaje
inmuno — histoquimico y observacién confocal, asi como el aprendizaje del software ZEN blue para analisis de
epifluorescencia. Con esto la caracterizacion de dos estirpes celulares presentes en cultivo primario de
ganglio cervical superior de rata. Por otro lado, se obtuvo la dosis efectiva media y dosis supra maxima de
trabajo de la BK sobre la de incrementar a la corriente de potasio tipo rectificador tardio (IKv). En el mismo
sentido se encontrd que el efecto de la BK sobre la IKv es mediado por el receptor a la Bradiquinina tipo 2. Y
gue este efecto es sensible a la didlisis.

Una vez que se realiz6 la curva dosis — respuesta de la Bradicinina (BK) sobre el efecto de incrementar a la
corriente de potasio tipo rectificador tardia (IKv) en neuronas simpéticas de rata. Conjuntamente también se
encontré que el efecto mencionado es mediado por el receptor a la BK tipo 2.

A continuacioén, se procedié a descubrir parte de los elementos involucrados y que subyacen al receptor y su
efecto mencionado. En primera instancia se procedi6 a evaluar si dicho receptor esta acoplado a proteinas G
ya que se sabe que estos receptores que son del tipo de siete dominios transmembranales, se acoplan a
dichas proteinas G, también pueden llegar a tener efectos moduladores que son aparte de este tipo de
sefalizaciones. Sabiendo pues lo anterior en la figura 14A, se muestra registros de la IKv y el efecto que tiene
de estimular con 500 nM de BK, a lo cual en la izquierda se puede apreciar la situacion control donde se
observa que efectivamente hay un incremento de la corriente por la adicion de BK (1 y 2), en comparacion al
utilizar una solucion de registro de la corriente pero conteniendo un inhibidor de las proteinas G, el GDPfs (en
ambos experimentos se llevd a cabo una dialisis de 5 minutos para permitir la difusion de farmaco hacia todo
el interior de la célula y con esto bloquear a las proteinas G), se puede apreciar que el efecto que tiene la BK
sobre la IKv es practicamente nulo (derecha;1 y 2) en comparacion a la situacion control. Este efecto se puede
apreciar mejor en la gréfica de barras mostraba en la figura 14B donde claramente se observa en barras
negras (control) un incremento de la corriente por la BK de aproximadamente 6 pA/pF; n= 10, contra solo 0.7
pA/pF; n= 9. Claramente se observa la inhibicion del efecto de la BK sobre incrementar a la IKv, esto nos
indica que el efecto modulador de la BK sobre la IKv es mediado por proteinas G. Sabiendo lo anterior se
procedi6é a continuar a encontrar mas de los elementos involucrados y que estan por debajo del receptor a la
BK tipo 2 y mas aun por debajo de las proteinas G.
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Figura 14: Efecto del GDPs, sobre la modulacién de la BK sobre la IKv. En A izquierda tenemos los registros de la IKv después
de 5 minutos de dialisis, antes y después de la aplicaciéon de BK 500 nM (1 y 2 respectivamente), Se puede apreciar claramente un
incremento de la corriente de potasio. En A, derecha los registros de la IKv antes y después de la aplicacion de BK 500 nM (1 y 2
respectivamente), sin embargo, con 5 minutos de didlisis de la solucién de registro electrofisioldgico conteniendo GDPs, claramente
que los registros marcados con 1y 2 son practicamente iguales, a lo que se observa que la BK en este caso no produce el aumento de
la corriente como se logra apreciar en izquierda de A. Estos incrementos se pueden apreciar mas en B donde tenemos que en barras
negras, control, el incremento es notable en comparacion a las barras blancas que practicamente no hubo incremento significativo.

De similar manera a los experimentos realizados con la ICaspon (Figura 7) y una vez que se encontré que el
efecto modulador de la BK es mediado por proteinas G, se procedié a evaluar cual proteinas G pudiera estar
involucrada, para esto se abordd una de las familias mas comunes y descritas en la literatura, la cual es la
familias de las proteinas Gol/i, también conocida la proteina G que inhibe a la Adenilato ciclasa, la cual a partir
de ATP forma AMPc (segundo mensajero por excelencia), para esto se utilizd a la toxina pertusis (PTX), ya
gue es un bloqueador semi especifico de la Go/i. Una vez realizados los cultivos primarios de neuronas
simpéticas de rata se procedi6 a sembrar en pedacitos de vidrio para su adherencia las neuronas, estas
fueron separadas en dos grupos, uno control mantenidos con medio de cultivo DMEM adicionado con 6% de
suero fetal bovino y el grupo ademas de tener DMEM y suero fetal bovino, tratado con PTX (1000 ng/mL),
ambos grupos fueron incubados a 37 grados centigrados de 12 a 18 horas, una vez realizado esto, se
procedi6 a registrar las neuronas de ambos grupos. Lo observado se puede apreciar en la figura 15 donde en
A tenemos los registros caracteristicos de ambos grupos de neuronas control y tratadas con PTX antes y
después de la aplicacién de BK 400 nM (1 y 2), se puede apreciar a la izquierda de A la situacién control
donde se observa que después de la adicibn de BK hay un incremento de la corriente de potasio, de igual
manera en A derecha (neuronas tratadas con PTX) se observan incrementos de la corriente de potasio. Lo
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anterior se puede apreciar mejor en la figura 15B donde se muestra que dichos incrementos fueron de 1.25
nA; n=6 y 1.18 nA; n= 8 (barras negras control y barras blancas tratadas por la toxina respectivamente). Este
hallazgo nos estaria sugiriendo que el efecto modulador de la BK sobre la IKv, aunque involucra proteinas G
al parecer no lo hace o utiliza a la familia de proteinas Goli. Esto podria ser aceptable ya que algunos péptidos
como lo es la modulacion de la Angiotensina Il (Angio 1l) sobre la misma corriente, utiliza a la familia Gg/11.
Otro hallazgo es que hay reportes donde el receptor a la BK asi como el de la Angio Il tienen el efecto de
mimetizar sus efectos y esto gracias a la dimerizacion de ambos receptores (receptor de Angio con el de BK'y
viceversa), sin embargo cabe mencionar que mucho de lo que se conoce con lo que respecta a la modulacion
de corrientes idnicas neuronales o al menos al ser utilizados neuropéptidos u agonistas muscarinicos utilizan
Goli, de aqui que se hace necesario la comprobacion con blogueadores especificos de Gg/11 para saber o
encontrar cual es la proteina G involucrada en esta modulacion.
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20 ms

—— — — —— — — — — — — — — — S
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14 - n=6

1.0 |-

0.8 -

Incremento de IKv (nA)

04

0.0
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Figura 15: Efecto de la PTX sobre el efecto modulador de la BK sobre la IKv. En A se muestran registros caracteristicos de la IKv
antes y después de la aplicacion de BK (1 y 2 respectivamente) y en el grupo control (izquierda) y tratadas con la toxina pertusis 1000
(ng/ mL) de 12 a 18 horas en incubacion (derecha). Se puede apreciar en ambos grupos que la corriente de potasio tipo rectificador
tardia, después de la aplicacion de BK incrementa de similar manera, tanto para el grupo control como el incubado con PTX. Esto se
puede apreciar mejor en el resumen de dichos incrementos. La figura B barras negras (control) tuvo un incremento de
aproximadamente 1.25 nA; n= 6, contra 1.18; n= 8 en neuronas tratadas con PTX (barras blancas). Al hacer un analisis de t student,
se encontr6 que en entre los dos grupos no hubo una diferencia significativa P> 0.5.
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Una manera facil de encontrar pistas y con esto saber cuales son los elementos citoplasmaticos que estan
involucrados en la modulacion de la BK sobre la IKv, es la de llevar a cabo experimentos generales sobre
dichas modulaciones y las cascadas de sefializacion intracelular que estan presentes. En relacion a lo anterior
se sabe que muchos de los elementos citoplasmaticos involucrados en la modulacién que subyace a las
proteinas G son cinasas, estas requieren de la utilizacion de algun elemento citosolico de gran importancia, tal
cual es el ATP.

BK (500 nM)

Incremento de |Kv (pA/pF)

CONTROL AMP-PNP

Figura 16: Efecto del AMP-PNP sobre el efecto modulador de la BK sobre la IKV. Se muestra el resumen de incrementos de la
IKv por BK (500 nM) después de dializar durante 5 minutos. En la situacion control se obtuvo un incremento de 9.46 pA/pF y con la
dialisis de AMP-PNP y libre de ATP el incremento fue de tan solo 2.67 pA/pF barras negras y blancas respectivamente. Esta diferencia
de incrementos entre ambos grupos es notable.

Sabiendo lo anterior, se llevé a cabo el estudio para ver la ausencia del ATP en la modulacion de la BK sobre
la corriente IKv, para esto se utilizé un analogo no hidrolizable del ATP, el AMP-PNP (ocupa espacios donde
se une el ATP, sin llevar a acabo liberacion de energia o transformaciones de la misma, en moléculas
utilizables en dicha modulacion). De tal manera que los resultados se pueden apreciar en la figura 16, se
muestra el resumen de incrementos de la IKv por la BK después de dializar 5 minutos tanto en la situacion
control (barras negras) y a lo cual se encontré un incremento de 9.46 pA/pF; n= 11, con respeto a la situacion
donde se utilizé solucion de registro libre de ATP y conteniendo el analogo no hidrolizable del ATP (AMP-
PNP), de este grupo el incremento fue de tan solo 2.67 pA/pF; n= 12 (barras blancas), sin duda un incremento
menor y que en comparacion al grupo control es estadisticamente significativo. Este hallazgo, aunque muy
general nos dice que en la modulacion de la BK sobre la IKv es necesario el ATP (modulacién ATP sensible),
muy probable y a manera de comprobarlo en dicha modulaciéon se encuentren involucrados elementos que
requieren de ATP como podrian ser y por citar algunas fosfoquinasas como podrian ser la Ay C. Estas se han
visto presentes en la modulacion de la Angio Il sobre la IKv en estas mismas neuronas.

Continuando con el estudio del efecto modulador de la BK sobre incrementar a la IKv se procedio a evaluar en
si el efecto de oclusion entre la BK y Oxo-M y la BK y la Angio Il esto se puede apreciar en la Figura 17. Se
puede apreciar en 17A el registro de la corriente IKv al aplicar la BK y seguido a esto Oxo y viceversa
claramente se observa que la aplicacion del segundo f&rmaco no incrementa significativamente a la corriente
en ninguno de los dos casos mencionados. Esto pasa igual al aplicar BK y posteriormente Angio Il y viceversa
primero Angio Il y después BK (registros no mostrados). Esto sin duda es un hallazgo importante ya que nos
habla que hay un efecto de oclusién y que estos farmacos podrian estar utilizando la misma cascada de
sefalizaciobn y muy probablemente hasta los mismos segundos mensajeros que estan por debajo de sus
receptores (receptores de Bradiquinina, Muscarinicos y de Angiotensina Il). En 17B tenemos el valor de
corriente generada por pulsos cada 4 segundos a lo que llamamos curso temporal de la corriente. Los
primeros 5 pulsos (control) y después la aplicacién de los farmacos mencionados, se puede apreciar de igual
manera y claramente el efecto de oclusion. De esta figura (17B) también se puede obtener un dato bastante
importe o que puede arrogarnos datos muy Utiles, de estos cursos temporales y controlando cuidadosamente
la perfusion del farmaco (BK, Oxo-M y Angio Il) en cuestidn; en nuestro caso la perfusion fue de 3mL/min.
Obtuvimos la constante de tiempo tau (t) que no es mas que el tiempo que tarda la estimulacion con los
farmacos y tener el efecto méximo a la perfusion mencionada para todos los casos. Entonces utilizando una
regresion no lineal (Aumento exponencial maximo) del curso temporal una vez que se empieza a aplicar el
farmaco obtuvimos la contaste mencionada, esto se puede apreciar en la figura 17C derecha. Donde para la
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Tau obtenida a partir de BK es aproximadamente 20 seg muy similar o al menos sin diferencia significativa
con la Tau obtenida a partir de la Angio Il, sin embargo, la Tau obtenida a partir de la Oxotremorina fue menor
de 7 seg. Esto nos habla de que las cascadas de BK y Angio Il utilizan mas elementos de ahi que necesitan
mas tiempo para llevar a cabo el maximo incremento de la corriente, sin embargo, la Oxo al necesitar menos
tiempo podria indicarnos que requiere de menos elementos que subyacen al receptor muscarinicos para
incrementar la corriente. Esto sin duda nos empieza a portar datos que puedan esclarecernos cuales son
elementos involucrados en estos efectos y sobre esta importante corriente de potasio.
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Figura 17: Cursos temporales de la modulacién de BK, Oxo-M y Angiotensina Il sobre la IKv. En A tenemos los registros de
corriente control y posterior a la aplicacion de BK y Oxo, de igual manera BK y Oxo-M. En B y C izquierda se muestra en cada punto la
corriente generada cada 4 segundos, los primeros 5 puntos es la corriente control y a partir del sexto la aplicacién de los farmacos. En
C derecha se muestra los valores de la constante Tau donde se observan valores cercanos a 20 segundos para BK y Angio Il y 7 para

la Oxo-M
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IV. Conclusiones

En primera instancia se logré la caracterizacién de estirpes celulares de cultivo primario de ganglio cervical
superior de rata.

El efecto modulador de la BK sobre incrementar a la IKV neuronal es dosis dependiente donde el efecto de
incrementar la corriente en un 50% fue de 40.06 nM.

El efecto de la BK — IKv es sensible a la dialisis, esto es a mayor tiempo de dialisis se observé menos efecto
de la BK sobre incrementar a la corriente de potasio en cuestion. Esto podria indicarnos que en la cascada de
modulacion que subyace al receptor de BK se encuentran elementos citosolicos.

El HOE-140, un antagonista de receptor a la BK tipo 2, no permitié en presencia de este, el aumento de la IKv
por la BK, indicandonos que este efecto modulador esta mediado por el receptor a la Bradiquinina tipo 2.

El efecto modulador de la BK — IKv es mediado por proteinas G, ya que al dializar en la neurona el inactivador
general de proteinas G (GDPs), no se registré efecto modulador de la BK sobre la IKv neuronal.

La toxina pertusis revirtid el efecto inhibitorio de la noradrenalina sobre la corriente de calcio tipo N de
neuronas de ganglio cervical superior de rata, indicandonos la funcionabilidad de esta toxina. A la par de esto
el efecto de la Bradiquinina sobre la IKv neuronal de rata es insensible a la toxina mencionada, lo que indica
gue este efecto modulador BK — IKv no esta mediado por proteina Goli.

El efecto modulador en cuestion fue sensible al ATP, ya que al dializar un analogo no hidrolizable del ATP
(AMP-PNP) en ausencia de ATP en la solucion de registro electrofisiolégico, se observd mucho menos
aumento de la IKv por la BK en comparacion a la situaciéon control. Esto corrobora la presencia de elementos
citosolicos que pudieran ser proteina cinasas.

El efecto modulador de la BK, Angiotensina Il y un agonista muscarinico (Oxotremorina M) sobre la IKv tuvo
efecto de oclusién, indicando que estos agonistas por sus respectivos receptores estan utilizando la o las
mismas cascadas de sefializacion celular en estas neuronas o al menos algunos de los elementos
involucrados de estas cascadas. En el mismo sentido al analizar los tiempos de acciéon de los farmacos
mencionados con el incremento de la IKv, se encontrd que la constante de tiempo tau fue practicamente igual
en los efectos de BK y Angiotensina Il y diferente (mucho mas rapida) la observada con Oxotremorina. Este
hallazgo nos dice de manera indirecta que muy probablemente el efecto de la BK sobre la IKv al ser en tiempo
muy parecida con la de la Angiotensina Il son o utilizan los mismos elementos en las cascadas de
sefalizacién, a lo cual se sabe que la Angiotensina Il utiliza una proteina Gg/11 y activacion de proteina
quinasas para la fosforilacion del canal IKv y con esto generar el incremento observado y presentado aqui en
este reporte.

De igual manera que para los registros se hicieron cultivos primarios de neuronas de ganglio cervical superior
de rata, sin embargo, se mantuvieron durante varios dias, para el crecimiento de fibroblastos a partir de este
ganglio. Se sabe que las neuronas no se dividen o su taza de divisidn celular es muy lenta y los fibroblastos si,
sabiendo que a nuestros cultivos en los medios de mantenimiento no se les puso inhibidor de la division
celular, hubo la proliferacion de fibroblastos esto tal y cual lo queriamos. Lo que buscabamos era obtener una
linea celular de fibroblastos y continuar a futuro con el proyecto de estudio de corrientes ibnicas en
fibroblastos, datos encontrados y mencionados aqui en este reporte. Los resultados aungue no mostrados
aqui fueron que, se ha logrado tener una gran cantidad de fibroblastos a partir de cultivos primarios de ganglio
cervical superior, a lo cual se tuvo que limpiar en primera instancia la linea celular de fibroblastos (que solo
halla fibroblastos y no neuronas), para esto se procedié a sembrar en cajas y cada 10 dias levantar dichas
células con tripsina, con esto las neuronas que habia fueron muriendo, ademas de que las neuronas para su
mantenimiento durante varias dias es necesario suplementar los medios de cultivo con factores neuronales de
crecimiento, sin ellos las neuronas poco a poco van muriendo, algunos fibroblastos también murieron pero
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como su taza de division es rapida y ademas de que no necesitan medios suplementados con neurotrofinas o
factores de crecimiento especiales, al cabo de algunas pasadas solo tuvimos fibroblastos. Una vez logrado
esto se procedié a congelar a -80 grados centigrados en Dimetil sulfoxido la linea de fibroblastos, para su
posterior mantenimiento durante largos periodos de tiempo y ademas transporte. Esto como mencione servira
para continuar los hallazgos de que el fibroblasto expresa, aunque en menor cantidad a la subunidad KCNQ?2,
una subunidad que forma canales de potasio y que le confiere al menos en neuronas propiedades de
excitabilidad. Sin embargo, no se sabe si dicha subunidad que expresa el fibroblasto sea suficiente para
generar corrientes iénicas (futuro proyecto).

V. Productos de la investigacion
En vias de escritura de manuscrito para mandar a Journal

PUBLICACIONES
Anexar evidencias.

a) Revistas internacionales con arbitraje

Autor Titulo Revista Numero Ano Pais

b) Memorias en Congresos in extenso con arbitraje

Autor Titulo Revista Numero Ao Pais

c) Otras revistas

Autor Titulo Revista Numero Ano Pais

d) Articulos de divulgacion

Autor Titulo Revista Numero Ano Pais
e) Libros
Autor Titulo Editorial Ano Pais

f) Capitulos de libro

Autor Titulo Editorial Ano Pais
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g) Otros productos de la investigacion como antologias, patentes, prototipos, modelos de utilidad.
Anexar evidencia como portada e indice de contenido de la antologia, o el registro de la patente, prototipo y/o modelo de utilidad.

h) Formacidn de recursos humanos
Anexar copia de la portada de la tesis y del acta de examen como evidencias.

Nombre Grado obtenido o Titulo de la tesis Departamento
avance

i) Ponencias presentadas
Anexar presentacion, programa y/o constancia como evidencia.

Nombre Fecha Nacional/Internacional Titulo del Memoria
Trabajo

VI. Compromisos adicionales adquiridos al inicio del proyecto

1. Seiale si su proyecto fue sometido a evaluacién, a fuentes externas de financiamiento, indicando el organismo financiador.
(Anexar documentacién comprobatoria, excepto fondos CONACYT). No aplica

2. éHubo productos adicionales a los comprometidos? éCudles? (Anexar evidencias) Aprendizaje de la técnica de fijacién de tejido
celular con paraformaldehido, marcaje de este con anticuerpos monoclonales primario y secundario y su observacion con
microscopia confocal, de esto surgié un nuevo proyecto que proximamente iniciara, sobre la identificacion de canales idnicos en
células que no son excitables pero que al parecer si presentan canales responsables de la excitabilidad de neuronas.

VII. Consistencia entre objetivos y metas (ver punto VIII)
Utilizar para hacer su autoevaluacion el protocolo de inicio de proyecto.

e Iniciales:
Objetivo General.

Determinar los elementos involucrados en la cascada de sefializacién que subyace a la modulacién de la IKV
neuronal por BK.

Objetivos particulares:
1. Identificar el receptor involucrado en la modulacion de IKV neuronal por BK.
2. ldentificar si la modulacion por BK sobre la IKV neuronal, es mediada por proteinas G.

3. Identificar si el efecto modulador de la BK sobre la IKV neuronal utiliza la via del AMPc.
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4. Analizar si el efecto modulador que tiene la BK sobre la IKV neuronal es sensible al ATP.
5. Analizar si el efecto modulador de la BK sobre la IKV es mediado por Gg/11.
6. Analizar si la modulacién de BK sobre la IKV neuronal es mediada por Ca2+ citosolico.

e Alcanzados:
De los objetivos y metas originalmente presentados se logré alcanzar del 1 al 5.

e Por alcanzar:
El que no se logré cumplir fue el numero parte de 5y 6

VIII. Evolucidn

Indique el grado de avance de su proyecto en porcentaje a la fecha del llenado de éste formato y contrastelo anexando su
programa de actividades o cronograma que realizé en el protocolo para el registro de proyecto de investigacion y si no ha
cumplido con los tiempos propuestos en el protocolo inicial, explique y enumere las razones que ocasionaron desfases tomando
en cuenta las siguientes preguntas:

El proyecto quedo a un 80% de avance 0sea que quedo un 20% aprox. para su culminacién total, aun asi, con
este porcentaje creemos que ya puede ser enviado a su publicacién en una revista internacional.

CRONOGRAMA
Agosto — Diciembre 2016 En este semestre se realizara la identificacién del receptor a la BK involucrado en la
modulacion de la IKv. Asi como si dicha modulacion es mediada por proteinas G.

Enero — Junio 2017 Se identificard si la mencionada modulacion es utiliza la via del AMPc y con ellos si es
dependiente de ATP. También se comenzara con el abordaje de que si en la mencionada modulacion pudiera
estar mediada por proteina Gg/11 utilizando el péptido GP-2A.

Agosto — Diciembre 2017 Durante este semestre se llevara a cabo la sobreexpresion de la proteina RGS2
(especificos para bloquear sefalizaciones donde involucran la proteina Gg/11 mencionada), por técnica
avanzada de microinyeccion intranuclear de neuronas simpéticas. Conjuntamente durante este periodo se
llevara exhaustivamente el estudio de ver si en la modulacién mencionada se encuentra involucrado el calcio y
la naturaleza de este (Intracelular o extracelular).

En cuanto a lo que reporta de su proyecto considera que:

a) éSe obtuvieron los objetivos planteados originalmente? (Comente)

Se logro cumplir 4 objetivos de manera directa, esto es informacion obtenido de los experimentos, el 5 objetivo
se logr6é de manera indirecta a partir de los experimentos ya que se compararon los resultados obtenidos en
varias cascadas ya estudiadas y los tiempos indican que son iguales, sin embargo, quedo de hacerse de
manera directa y el objetivo 6 no se logré alcanzar.

b) éSurgieron nuevos problemas no contemplados originalmente? (Comente)

Por un lado, un problema serio con el material biologico (ratas de experimentacion) ya que no se cuenta con
un bioterio bien o0 al menos a la realizacion de este proyecto, esto sin duda para los experimentos a realizar ya
gue todo se hace en neuronas de rata.

Por otro lado, con lo que respecta a experimentos se pudo haber hecho un poco mas, sin embargo, durante
algunos meses hubo problemas con el agua desionizada (calidad de 18.2 MQ), los experimentos con cultivos
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primarios y registro de corrientes ionicas es imprescindible que se use este tipo de agua. El desionizador
empez06 a dar agua de mala calidad primero de 11 Mega Ohm y ya después de 2 Megas, esto sin duda llevo a
acabo que la generacion de resultados viables y reproducibles fuera menor, pero esto ya no fue de nuestras
manos fue por parte de la infraestructura del laboratorio, ademas de que hubo grave deficiencias de ratas para
continuar con los cultivos de neuronas.

c) éla linea de investigacion realizada dio lugar o puede dar lugar en el futuro a aplicaciones, patentes, modelos de utilidad,
prototipos, etc.? (Comente).

Generacion de conocimiento basico esto es esclarecer como funcionan diferentes farmacos en sistemas
excitables y con esto encontrar evidencia de cémo se lleva a cabo las funciones de tejidos érganos y sistemas
y su integracién en un organismo completo.

IX. Comentarios adicionales
Ninguno

Dr. en C Eduardo lvan Acosta Gomez

Nombre y firma del investigador responsable del proyecto

**Nota: Para informe final debera entregarse anexa la documentacidon comprobatoria correspondiente.
El original de éste formato es para la CIP y la copia de recibo sellada se entrega al Investigador responsable del proyecto.
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