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Resumen 

La acetilcolina es un neuromodulador importante de la función neoestriatal a través de 

la activación de receptores muscarínicos. Las neuronas espinosas medianas del 

neoestriado conforman la salida de este núcleo a otros núcleos de los ganglios basales. 

Estas neuronas expresan dos tipos de receptor muscarínico: M1 y M4 . Se ha reportado 

que la activación de estos receptores muscarínicos reduce las corrientes de Ca2
+. En este 

estudio utilizamos antagonistas muscarínicos específicos para identificar el receptor 

muscarínico responsable de este efecto. Con antagonistas específicos de los canales de 

calcio investigamos los canales blanco de esta modulación. Finalmente estudiamos la vía 

de señalización intracelular implicada. Además de reducir las corrientes de Ca2
+ tipo L 

(Cav1 ), la muscarina y el agonista peptídico del receptor M1, la MT- 1, redujeron las 

corrientes a través de los canales Cav2.1 (P/Q) y Cav2.2 (N). Esta modulación fue 

bloqueada, casi en su totalidad, por el péptido MT- 7, antagonista específico de los 

receptores muscarínicos de tipo M1 pero no fue reducida significativamente por el péptido 

MT- 3, antagonista específico de los receptores muscarínicos de tipo M4. De acuerdo con 

esto, la MT- 7, pero no la MT- 3, bloqueó la reducción del postpotencial hiperpolarizante 

(PPH) y disminuyó las corrientes gabaérgicas postsinápticas inhibitorias (IPSCs) 

producidas por las colaterales axónicas que interconectan a las neuronas espinosas 

medianas. Se sabe que ambas funciones dependen de los canales de Ca2
+ P/Q y N. La 

acción sobre las IPSCs fue presináptica pues se observó un incremento en la relación 

entre pulsos pareados. El bloqueador de la fosfolipasa C (PLC), U-73122, redujó la 

modulación muscarínica M1• La modulación también se redujo por los inhibidores de la 

proteína cinasa C (PKC): la bisindolilmaleimida y el péptido PKC 19- 36. Como era de 

esperarse, el activador de la PKC, el éster de forbol 12-miristato 13-acetato mimetizó la 

modulación muscarínica y ocluyó las acciones de los agonistas. Las acciones 

muscarínicas no fueron dependientes de voltaje y tampoco mostraron las características 
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de una interacción delimitada a membrana entre las subunidades py de la proteína G y la 

subunidad a1A del canal de Ca2
+. Estos resultados mostraron: primero, que la activación 

del receptor muscarínico M1 es el principal mecanismo colinérgico que modula la entrada 

de Ca2
+ a través de los canales Cav 1, Cav2.1, y Cav2.2 en las neuronas espinosas 

neoestriatales. Segundo, que parte de la modulación de los canales Cav2 ocurre por la 

cascada de señalización de la PLC y PKC. Tercero, que la modulación muscarínica 

produce la facilitación postsináptica del disparo y la inhibición presináptica del control 

gabaérgico mediado por las colaterales axónicas. En conjunto, ambos efectos producirán 

mayor reclutamiento de neuronas espinosas para la misma tarea. 
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Summary 

Acetylcholine is an important neuromodulator of neostriatal function through the 

activation of muscarinic receptors. Striatal medium spiny neurons originate the output 

pathway of the neostriatum to other basal ganglia nuclei. These neurons express two 

types of muscarinic receptors: M1 and M4• lt has been reported that activation of 

muscarinic receptors modulates Ca2
• currents. We used specific M1 and M4 muscarinic 

antagonists to identify the muscarinic receptor responsible for this effect. With specific 

calcium channel antagonist we searched for the targets of this modulation. Furthermore, 

we studied the intracellular signaling pathway for this modulation. Besides a reduction of L

type Ca2
• currents (Cav 1 ), muscarine and the peptidic M1-selective agonist, MT-1, reduced 

currents through Cav2.1 (P/Q) and Cav2.2 (N) Ca2
• channel types. This modulation was 

strongly blocked by the peptide MT-7, the specific muscarinic M1-type receptor antagonist 

but not significantly reduced by the peptide MT-3, the specific muscarinic M4-type receptor 

antagonist. Accordingly, MT-7, but not MT-3, blocked a muscarinic reduction of the 

afterhyperpolarizing potential (AHP) and decreased the GABAergic inhibitory postsynaptic 

currents (IPSCs) produced by axon collaterals that interconnect spiny neurons. Both these 

functions are known to be dependent on P/Q and N types Ca2
• channels. The action on 

the AHP had an important effect in increasing firing frequency. The action on the IPSCs 

was shown to be produced presynaptically as it coursed with an increase in the paired 

pulse ratio. The phospholipase C (PLC) blocker, U-73122, reduced the muscarinic M1 

modulation. This modulation was also reduced by the protein kinase C (PKC) inhibitors, 

bisindolylmaleimide and PKC 19-36. Accordingly, the PKC activator phorbol 12- myristate 

13- acetate mimicked the muscarinic modulation and occluded the agonist actions. lt was 

found that muscarinic actions on spiny cells were not voltage dependent and did not 

exhibit the distinguishing marks of a direct membrane 
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delimited interaction between G-proteins py subunits and the channel a 1A subunit. These 

results show: first , that muscarinic M1-type receptor activation is the main cholinergic 

mechanism that modulates Ca2
+ entry through voltage dependent Cav1, Cav2.1, y Cav2.2 

channels in spiny neurons. Second that part of the Cav2 channels modulation ocurred by a 

phospholipase C signaling cascade. Third, this muscarinic modulation produces a 

postsynaptic facilitation of discharge and the presynaptic inhibition of the GABAergic 

control mediated by axon collaterals. Together, both effects would tend to recruit more 

spiny neurons for the same task. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCION 

La acetilcolina (ACh) es uno de los mayores neurotransmisores del sistema nervioso 

central y periférico (Caulfield y Birdsall 1998). Se une a dos clases distintas de receptor: 

nicotínicos (nAChRs) y muscarínicos (mAChRs). Los receptores nAChRs son canales 
, 

catiónicos que se abren en respuesta a la ACh, mientras que los mAChRs pertenecen a la 

superfamilia de receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteínas G 

(Dani 2001; Caulfield y Birdsall 1998; Wess 2004). Al unirse a los nAChRs, la ACh media 

tanto acciones de transmisión sináptica rápida como importantes acciones moduladoras 

(Dani 2001 ). Al actuar sobre los mAChRs, la Ach ejerce acciones modulatorias 

presinápticas y postsinápticas (Brown et al. 1997; Jones 1993; Krnjevic 2004; Wess 

2004). 

Los receptores muscarínicos se encuentran prácticamente en todo tipo celular (Levey 

1993; Vilaro 1993). Los receptores muscarínicos periféricos median funciones como la 

reducción en la frecuencia cardíaca, la estimulación de la secreción glandular, y la 

contracción del músculo liso (Levine 2001 ; Wess 2004). Por su parte, los mAChRs 

centrales participan en la regulación de funciones cognitivas, sensoriales, motoras, 

conductuales y autonómicas (Levine 2001; Wess 2004). Muchas enfermedades del 

sistema nervioso se relacionan con cambios en la transmisión colinérgica-muscarínica, ya 

sea en los receptores como en las concentraciones de acetilcolina (Eglen et al. 2001; 

Wess 2004). 

Uno de los núcleos del cerebro donde se encuentran las concentraciones más altas 

de ACh, así como una alta expresión de los mAChRs, es el neoestriado (NS) (Volpicelli y 

Levey 2004, Vilaro et al. 1993). El neoestriado es el principal núcleo de entrada de los 

ganglios basales. Es una estructura fundamental para la ejecución de los movimientos, el 



mantenimiento de la postura, y la asociación de aspectos cognitivos y sensoriales 

relacionados con el movimiento (Midleton y Strick 2000; Takakusaki et al. 2004; Wilson 

2004 ). Las enfermedades motoras como el mal de Parkinson se asocian a cambios en los 

niveles de ACh estriatal (Pisani et al. 2003). El uso de anticolinérgicos es una de las 

terapias secundarias más usadas en la práctica clf nica (Schrag 1999) para esta 

enfermedad. 

A nivel molecular, muchas de las funciones de la ACh en el sistema nervioso central y 

periférico están dadas por sus efectos sobre una gran variedad de conductancias iónicas 

(Brown et al. 1997; Jones 1993; Krnjevic 2004) y el neoestriado no es la excepción 

(revisado en Calabresi et al. 2000 y Wilson et al. 2004). Sin embargo en la mayor parte de 

estas acciones no se conocen los receptores muscarínicos que las median. La 

identificación de los receptores muscarínicos responsables de estos efectos es crucial no 

sólo para el conocimiento básico del funcionamiento de este núcleo sino para un mejor 

diseño del tratamiento de muchas enfermedades neurodegenerativas. En el presente 

trabajo estudiamos la modulación muscarínica de las conductancias de calcio 

dependientes de voltaje en las neuronas principales del neoestriado. Identificamos el 

principal tipo de receptor muscarínico que media esta modulación así como parte de la vía 

de señalización que es activada por el mismo. También dilucidamos los subtipos de canal 

de calcio blanco de las acciones colinérgicas. 
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CAPÍTULO 2 

ANTECEDENTES 

2.1 Ganglios basales 

Los ganglios basales (GB) son un conjunto de núcleos subcorticales situados en el 

cerebro medio y anterior de los vertebrados, que procesan y asocian información 

proveniente de varias áreas corticales, así como de otros núcleos del cerebro como el 

tálamo (revisado en Wilson 2004 ). Los núcleos principales de esta estructura son: el 

neoestriado, formado por el caudado y el putamen, el globo pálido interno (GPi), el globo 

pálido externo (GPe), la sustancia negra reticulada (SNr), la sustancia negra compacta 

(SNc), y el núcleo subtalámico (NST) (Figura 1 ). Inicialmente se le atribuyó a los GB un 

papel puramente motor, esto es la ejecución de movimientos voluntarios (Wilson 2004 ). 

En los últimos años se han acumulado muchas evidencias acerca de la participación de 

esta red neuronal en el procesamiento cognitivo (memoria y aprendizaje) y sensorial que 

conduce a la planeación de secuencias complejas de movimientos motores y la memoria 

de procedimientos (Midleton y Strick 2000; Wilson 2004). Los ganglios basales también 

participan en el control de la postura y en los aspectos automáticos del control del 

movimiento (Takakusaki et al. 2004). La degeneración de los ganglios basales está 

implicada en diversas enfermedades motoras como la enfermedad de Parkinson, la Corea 

de Huntington, y el síndrome de Tourette (Mink 1996; Wilson 2004). 

Dentro de los ganglios basales, el neoestriado es considerado el principal núcleo de 

entrada, y el primer nivel de procesamiento de la información proveniente de la corteza 

cerebral (Cx) y del tálamo (revisado en Wilson 2004). El globo pálido interno y la sustancia 

negra reticulada son los núcleos de salida que proyectan a otras estructuras fuera de los 

ganglios basales como son el tálamo, el calículo superior, los núcleos pedúnculo pontines 

, y la formación reticular . El globo pálido externo, el NST, y la SNc funcionan 
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Figura 1. Esquema de la organización anátomo· funcional de los ganglios basales (GB) de la rata. 

El neoestriado (NS) es el principal núcleo a donde llegan las aferencias glutamatérgicas de corteza. Este envía parte 

de sus proyecciones gabaérgicas, a través de la vía directa, al globo pálido interno (GPi), y a la sustancia negra 

reticulada (SNr). La otra parte de las salidas gabaérgicas conforman la vía indirecta, la cual está formada por dos 

sinapsis gabaérgicas en serie: neoestriado- globo pálido externo (GPe)- núcleo subtalámico (NST), y termina con la 

sinapsis glutamatérgica NST- GPi. La sustancia negra compacta (SNc) contiene a las neuronas dopaminérgicas, 

este núcleo envía sus proyecciones a prácticamente todos los núcleos que conforman los GB. 
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principalmente como núcleos intrínsecos de procesamiento aunque reciben entradas de la 

corteza y del tálamo. En la sustancia negra compacta se encuentran las neuronas 

dopaminérgicas que proyectan a otros núcleos de los ganglios basales como el NS, el 

NST, y a ambos segmentos del globo pálido (Smith y Kieval 2000). 

En los ganglios basales, prácticamente todas las neuronas de proyección de los 

diferentes núcleos, excepto el subtálamo, son gabaérgicas inhibitorias. Las neuronas 

espinosas medianas de proyección (NEMs) son las neuronas principales del neoestriado. 

Son neuronas gabaérgicas que pueden ser divididas en dos grupos principales 

dependiendo de los péptidos que secretan y del blanco postsináptico (revisado en Wilson 

2004). Aproximadamente un 40 % de las NEMs contiene dinorfina y substancia P y envían 

sus axones al GPi o a la SNr, o a ambos, pasando por el GPe. Otro 40 % expresan 

encefalinas y proyectan sólo al GPe. Existe también un reducido grupo, alrededor de un 

15 %, que expresa ambos péptidos substancia P y encefalinas, y que proyectan tanto al 

Gpe, como al GPi y a la SNr. Esta diferencia en los blancos de proyección de las 

neuronas espinosas medianas determina las interconexiones principales entre los 

diferentes núcleos de los ganglios basales a través dos vías: la vía directa y la indirecta 

(Fig. 1 ). La vía directa la conforman las neuronas de proyección gabaérgica que contienen 

substancia P, y que proyectan a los núcleos de salida (globo pálido interno y sustancia 

negra reticulada). Las neuronas espinosas medianas de proyección de la vía indirecta 

son las encefalinérgicas, y envían sus axones sólo hasta el GPe. El posterior 

procesamiento se da con la proyección gabaérgica inhibitoria de este núcleo al NST, o a 

los núcleos de salida. El procesamiento final por esta vía lo determinan las conexiones 

glutamatérgicas excitatorias del NST con los núcleos de salida (Wilson 2004; ver Figura 

1 ). 

Las neuronas espinosas medianas de proyección no están activas tónicamente sino 

que disparan trenes de potenciales de acción con duración de entre 0.1 y 3 sec. En 
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contraposición, las células de ámbos globos pálidos y de la SNr disparan tónicamente a 

frecuencias de alrededor de 20 Hz. Este disparo tónico de las neuronas de los núcleos de 

salida produce una inhibición constante de las neuronas del tálamo y del calículo superior. 

El arribo coincidente de entradas excitatorias del tálamo y de las distintas áreas corticales 

sobre las neuronas espinosas medianas de proyección provoca el disparo de estas 

(Wilson 2004 ). 

Teniendo en cuenta la existencia de estas dos vías, durante mucho tiempo la 

realización de los movimientos se ha explicado mediante el modelo del procesamiento 

paralelo a través de las mismas. El disparo de las NEMs de la vía directa produce la 

desinhibición de la salida gabaérgica al tálamo provocando un incremento en la excitación 

talámica de la Cx. Por otra parte, la actividad de las NEMs de la vía indirecta provoca una 

mayor inhibición de las neuronas del GPe, y por tanto una desinhibición de las neuronas 

glutamatérgicas del NST. El incremento de la salida glutamatérgica del NST conlleva al 

aumento de la salida gabaérgica al tálamo disminuyendo así la excitación talámica de la 

Cx. Así, se propone que la activación de la vía directa facilita el movimiento mientras que 

la activación de la vía indirecta disminuye los movimientos (Mink 1996). Otro modelo que 

también trata de explicar el movimiento es el de selección e inhibición de programas 

motores. En este caso la vía indirecta inhibiría a los programas motores que no se 

utilizarán pero que compiten con el que sí se utilizará, y la directa seleccionaría el 

programa que se utilizará (Mink 1996). Aunque la interconexión dentro de la estructura de 

los GB es mucho más compleja, estos modelos ayudan a explicar la regulación de los 

movimientos o secuencias de movimientos. 

Estas son las conexiones más estudiadas, sin embargo existen otras conexiones que 

en los últimos años han cobrado gran relevancia funcional, como la entrada directa de 

corteza al NST (vía hiperdirecta) y a la SNc, asi como la proyección dopaminérgica a las 

neuronas espinosas medianas de proyección (Wilson 2004 ). De hecho, recientemente se 
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ha propuesto un nuevo modelo en donde las tres vías (hiperdirecta, directa e indirecta) 

estarían participando para garantizar la ejecución de los movimientos deseados (Nambu 

2004). 

En los ganglios basales todas estas conexiones, de una vía u otra, son reguladas por 

neurotransmisores (NT) como la ACh y la dopamina (DA) modificando de esta forma la 

información proveniente de la corteza y del tálamo (Calabresi et al. 2000; Nicola et al. 

2000). La interacción o "balance" entre estos dos NT se ha planteado como fundamental 

para el funcionamiento de estas estructuras (Di Chiara et al. 1994; Harzing y Zigmond 

1998). Sin embargo, muchos aspectos de las acciones de estos NT a nivel celular y 

sináptico, se desconocen, por lo que los modelos arriba mencionados son altamente 

especulativos y lo seguirán siendo mientras estas acciones no se diluciden. Es importante 

hacer notar, sin embargo, que los antagonistas y agonistas de estos dos importantes NT 

(ACh y DA) son utilizados en la clínica de manera empírica para el tratamiento de 

desórdenes motores. En todos los núcleos de los GB existe una regulación colinérgica 

importante a través de receptores nicotínicos y muscarínicos (Zhou et al. 2003). En 

nuestro trabajo nos enfocamos a la modulación colinérgica de naturaleza muscarínica en 

el neoestriado; donde se alcanzan los niveles más altos de este neuromodulador (Vilaro et 

al. 1993). 

2.2 Neuronas espinosas medianas e interneuronas colinérgicas. 

El neoestriado contiene varias poblaciones celulares, las neuronas principales o de 

proyección y varias clases de las interneuronas. Como mencionamos en el apartado 

anterior las células principales son las neuronas espinosas medianas de proyección. Tres 

clases principales de interneuronas son: colinérgicas, gabaérgicas que contienen 

parvalbúmina, y gabaérgicas que sintetizan y liberan somatostatina (Wilson 2004 ). 
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Las neuronas espinosas medianas de proyección constituyen el 95 % de las células 

de este núcleo en la rata, usan GABA como neurotransmisor, y coliberan encefalinas, 

dinorfina o substancia P. Las neuronas espinosas medianas de proyección que liberan 

substancia P y dinorfina proyectan principalmente a la SNr y al GPi, mientras que las que 

liberan encefalinas proyectan principalmente hacia el GPe. Ambos grupos de neuronas 

pueden dejar colaterales en los núcleos que inerva el otro grupo (Parent et al. 2000). Las 

NEMs presentan abundantes colaterales axónicas dentro del mismo neoestriado (Wilson 

2004 ), a través de estas contactan a otras neuronas espinosas medianas de proyección y 

a las interneuronas. Recientemente varios autores han mostrado electrofisiológicamente 

que efectivamente las NEMs utilizan estas colaterales axónicas para inhibirse unas a 

otras a través de corrientes gabaérgicas postsinápticas (Guzmán et al. 2003; Tepper et al. 

2004). 

En cuanto a la distribución celular de las neuronas espinosas medianas algunos 

autores plantean que las mismas están dispersas en igual número a través del estriado 

(Gerfen y Wilson 1996). Sin embargo, otros han encontrado que las NEMs que proyectan 

a los mismos sitios pueden encontrarse formando grupos neuronales (Kawaguchi 1997). 

Debido a que las conexiones aferentes y eferentes de las NEMs se encuentran 

organizadas de manera parcheada, se considera que estas neuronas pueden estar 

organizadas en módulos (Prensa et al. 1999). 

Las interneuronas colinérgicas constituyen alrededor del 2 % de las neuronas 

estriatales, pero a pesar de su pequeño número, el estriado tiene una de las 

concentraciones más altas de ACh de todo el cerebro (Vilaro et al. 1993; Volpicelli y Levey 

2004 ). Esto se debe a la densa inervación local que cada interneurona deja. Estas 

interneuronas hacen sinapsis con las NEMs en las dendritas distales y en el cuello de las 

espinas dendríticas. Además hacen sinapsis con las interneuronas gabaérgicas (revisado 

en Pisani et al. 2003; Wilson et al. 2004; Zhou et al. 2003). 
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Estas interneuronas no están distribuidas al azar sino que, al parecer, se encuentran a 

distancias constantes de entre 400 a 800 µm unas de otras (Aosaki 1995). Estas células 

presentan un denso pleno axonal que puede extenderse hasta 1 mm, por lo que una 

interneurona colinérgica hace sinapsis con un gran número de neuronas espinosas 

medianas (Wilson 2004). 

Las gigantes colinérgicas reciben aferencias de la corteza y del tálamo, aunque se ha 

visto que presentan una actividad tónica autónoma determinada por las conductancias 

intrínsecas de su membrana (Bennett y Wilson 1999; Bennett et al. 2000). Debido a esta 

actividad tónica, conspicua, al registrarlas extracelularmente in vivo, a las interneuronas 

gigantes colinérgicas se les denomina TANs ("tonic active neurons" o "neuronas activas 

de manera tónica"). Las TANs responden a estímulos asociados con la recompensa y el 

aprendizaje, asi como a estímulos aversivos {Apicella 2002; Yamada et al. 2004). Estas 

neuronas son capaces de discriminar entre diferentes tipos de instrucciones asociadas a 

la recompensa. Las TANs también codifican el inicio de las acciones a realizar cuando se 

espera una recompensa (Yamada et al. 2004). El cambio fásico en el disparo de estas 

interneuronas podría representar una señal para las NEMs indicando que un estímulo 

relevante desde el punto de vista motivacional ha sido presentado (Apicella 2002). 

Probablemente el disparo sincronizado de varias TANs este contribuyendo al 

procesamiento local organizado de las entradas corticoestriatales que transmiten 

información sensoriomotora y cognitiva hacia las NEMs (Yamada et al. 2004). 

Las interneuronas gabaérgicas del NS reciben entradas excitatorias de la Cx. Estas 

interneuronas inhiben poderosamente a las NEMs, y se pueden inhibir entre ellas mismas 

o a las interneuronas colinérgicas (Wilson et al. 2004 ). Las reglas de conexión entre estas 

neuronas, o cual es el papel preciso de cada una de ellas en la red estriatal, son tópicos 

desconocidos a la fecha. 

La actividad eléctrica de las neuronas espinosas medianas se correlaciona con el 
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movimiento pues parece codificar varios aspectos del mismo (Mink 1996; Ueda y Kimura 

2003). La lesión experimental o patológica de las neuronas espinosas neoestriatales 

produce anormalidades en el movimiento (Mink 1996). El patrón de disparo de estas 

células es el resultado de la interacción dinámica entre las propiedades intrínsecas de la 

membrana y las entradas sinápticas. Esta interacción hace que las NEMs presenten dos 

estados preferentes en su actividad . Un estado silente que se conoce como "down-state ", 

en el cual la neurona se encuentra a potenciales de reposo de alrededor de - 80 mV y 

rara vez dispara. Y otro estado denominado "up-state", que es el estado activo, cuando se 

produce el disparo neuronal. La mayor parte del tiempo las NEMs se encuentran silentes, 

y sólo cuando existen varias entradas excitatorias coincidentes se produce la transición 

del down al up state (Vergara et al. 2003; Wilson 2004). Las propiedades intrínsecas 

están determinadas por las diferentes conductancias iónicas dependientes de voltaje o del 

calcio intracelular y que además son moduladas por la activación de receptores asociados 

a proteinas G u otras cadenas de señalización (Sargas et al. 1989; Sargas et al. 1994; 

Bargas et al. 1999; Cantrell et al. 1995; Flores-Hernández et al. 1994; Nisenbaum 1995). 

Entre los diferentes neuromoduladores que son de interés por razones obvias están la 

dopamina, la acetilcolina, la somatostatina, la substancia P y el glutamato (Calabresi et al. 

2000; Graybiel 1990; Nicola et al. 2000; Vergara et al. 2003; Vilchis et al. 2002). Al regular 

las conductancias intrínsecas, estos neuromoduladores pueden provocar la transición 

entre los estados up y down del potencial de membrana, y por consiguiente influir en la 

proyección gabaérgica inhibitoria de estas neuronas hacia sus núcleos blanco. 
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2. 3 Receptores muscarínicos neoestriatales. 

La acetilcolina ejerce la mayor parte de sus efectos en el neoestriado a través de 

cinco tipos de receptor muscarínico; los cuales han sido identificados genéticamente: m1 a 

ms (Bonner et al. 1989). Los genes codifican para los diferentes tipos de receptor 

clasificados farmacológicamente: M1 a M5 (Caulfield y Birdsall 1998). Estos receptores 

pertenecen a la superfamilia de receptores de 7 dominios transmembranales acoplados a 

las cadenas de señalización que se asocian con las proteínas G (Caulfield y Birdsall 1998; 

Wess 2004). 

Dependiendo del tipo de proteína G activada, los receptores muscarínicos se 

clasifican dentro de la clase M1, conformada por los tipos: M1, M3 y M5, o dentro de la 

clase M2, que contiene a los receptores M2 y M4 (Caulfield y Birdsall 1998; Felder 1995; 

Wess 2004) (Fig. 2). Los receptores de la clase M1 se acoplan preferencialmente a 

proteínas G del tipo Gq/G11. insensibles a la toxina de Bordetella Pertussis (PTX). Estas 

proteínas G activan fundamentalmente la vía de los fosfoinositidos (PI), y la proteína 

cinasa C (PKC). Los receptores de la clase M2 se acoplan a proteínas G¡/G0 sensibles a la 

PTX. Estas proteínas G pueden tener efectos directos sobre canales iónicos además de 

inhibir a la enzima adenilato ciclasa (AC) de membrana, y con ello disminuir los niveles de 

AMPc. 

El neoestriado es uno de los núcleos del cerebro que presenta una mayor expresión 

de receptores muscarínicos (Volpicelli y Levey 2004; Vilaro et al. 1993). Utilizando 

distintas técnicas: inmunocitoquímica, hibridación in situ; detección de RNAm en célula 

única, determinación de proteínas y knockout de genes; se han encontrado todos los 

subtipos de receptores muscarínico en el neoestriado. Los receptores M1 y M4 son los 

receptores más abundantes. Los receptores M2, M3 y M5 también se expresan aunque en 
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Figura 2. Principales vías de señalización activadas por los receptores muscarínicos de las clases 

M1 y M2. La unión de la ACh a los receptores muscarínicos de la clase M1 activa preferentemente a la vía de la 

fosfolipasa C (PLC} a través de proteínas Gq111. La unión a los de la clase M2 activa por un lado a las subunidades ~Y 

de la proteína Gvo (cuadrados amarillos), las cuales pueden actuar directamente sobre los canales de ca2+, o inhibir la 

actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC). En ambas vías pueden ser activadas otras proteínas como la calcio 

calmodulina cinasa de tipo 11 (CaMKll), la fosfatasa calcineurina o PP2B, así como la cinasa de proteínas A (PKA) y la 

C (PKC). 

menor cuantía (Bernard et al. 1992; Hersch y Levey 1995, Potter et al. 2004; Vilaro et al. 

1993; Volpicelli y Levey 2004; Yan et al. 2001). 

Los receptores que más se expresan en las NEMs son los del tipo M1, encontrándose 

tanto el RNAm como la proteína en aproximadamente un 80 % de estas células (Alcantara 

et al. 2001; Bernard et al. 1992; Hersch y Levey 1995; Yan et al. 2001 ). Los estudios de 

inmunomicroscopía muestran que el receptor M1 se localiza postsinápticamente en los 

somas, dendritas y espinas de todas las NEMs, tanto en las que expresan substancia P 

como en las que expresan encefalinas (Hersch y Levey 1995). La mayoría de los 

recepfores M1 se localizan en las espinas dendríticas que se asocian con sinapsis 
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asimétricas excitatorias tanto en el cerebro de rata (Hersch y Levey 1995) como en los 

primates (Alcantara et al. 2001 ). 

Los receptores del tipo M4 son los segundos más importantes, después de los M1 , 

expresados por las NEMs (Bernard et al. 1992; Hersch y Levey 1995; Yan et al. 2001 ). 

Hersch y Levey (1995) mostraron que en un 45 % de las células del NS se encuentra la 

proteína. Los receptores M4, al igual que los M1, también se localizan en los somas, 

dendritas y espinas de estas neuronas. Como se desprende del porcentaje de las 

neuronas espinosas medianas de proyección que presentan uno u otro receptor, es 

evidente que alrededor de un 40 % de estas células coexpresan ambos receptores. Varios 

estudios sugieren que las NEMs que proyectan a la SNr (vía directa) son las que 

expresan la mayor parte de receptores M4, y por ende, son las que colocalizan a ambos 

subtipos de receptor (Bernard et al. 1992; Potter et al. 2004; Yan et al. 2001 ). El receptor 

de tipo M3 se encuentra en mucho menor porcentaje (Bernard et al. 1992; Hersch y Levey 

1995), localizándose en las espinas de las dendritas distales de algunas neuronas, 

aunque no se encuentra marca somática. El receptor M5 es el que se ha detectado en 

menor cantidad, el RNAm para este receptor sólo se ha encontrado y en muy baja 

cantidad en alrededor de un 1 O % de las NEMs (Yan et al. 2001 ). 

En cuanto a los receptores muscarínicos presentes en los otros tipos celulares 

neoestriatales; se sabe que las interneuronas colinérgicas expresan los receptores de los 

tipos M2 y M4 (Bernard et al. 1999; Hersch y Levey 1995). Los estudios de detección de 

RNAm en célula única demuestran la existencia de estos receptores en estas células (Yan 

y Surmeier 1996). En las terminales excitatorias provenientes de corteza se ha 

encontrado marca para los receptores M1, M2 , M3 y M4. La ACh, a través de estos 

receptores inhibe la liberación glutamatérgica proveniente de corteza (Hernandez

Echeagaray et al. 1998). 
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Hasta hace poco no se contaba con fármacos lo suficientemente selectivos para 

distinguir los efectos mediados por uno u otro receptor (Caulfield y Birdsall 1998; Janes 

1993). En la actualidad se cuentan con las llamadas toxinas muscarlnicas MT-3 y MT-7, 

antagonistas altamente específicos de los receptores de los tipos M4 y M1, 

respectivamente (Karlsson et al. 2000; Potter et al. 2004 ). El empleo de estos péptidos ha 

permitido identificar efectos mediados por estos receptores en una gran cantidad de 

células y tejidos (Cuevas y Adam 1997; Marino et al. 1998; Olianas et al. 1998), e incluso, 

en el neoestriado (Olianas et al. 1998; Olianas et al. 1996; revisado en Potter et al. 2004) . 

2. 4 Acetilcolina: neuromodulador de la excitabilidad en las neuronas 

estriatales de proyección. 

Uno de los efectos de la activación colinérgica de los receptores muscarínicos en el 

sistema nervioso central y periférico es la modulación de diferentes conductancias iónicas 

(Allen y Brown 1993; Janes 1993; Krnjevic 2004 ). Esto tiene una repercusión sobre el 

disparo neuronal y la liberación de neurotransmisores (Krnjevic 2004 ). La acetilcolina, a 

través de la activación de receptores muscarínicos, modula diferentes tipos de 

conductancias iónicas en las NEMs (Akins et al. 1990; Calabresi et al. 1998; Figueroa et 

al. 2002; Gabel y Nisenbaum 1999; Galarraga et al. 1999; Howe y Surmeier 1995; Hsu et 

al. 1996; Misgeld et al. 1986; Pineda et al. 1995). 

Prácticamente, todas las conductancias de potasio resultan ser moduladas por la 

activación de los receptores muscarínicos postsinápticos (Akins et al. 1990; Gabel y 

Nisenbaum 1999; Hsu et al. 1996; Pineda et al. 1995). En el caso de la corriente 

transitoria rápida de potasio (IAr) los agonistas muscarínicos desplazan la curva de 

activación e inactivación a potenciales más negativos (Akins et al. 1991 ). Por otra parte, la 

curva de activación e inactivación de la corriente de potasio persistente (IKrp) está sujeta a 

16 



este mismo desplazamiento en la activación e inactivación sólo que acompañado de una 

reducción de la conductancia máxima (Gabel y Nisenbaum 1999). A potenciales 

hiperpolarizantes estas conductancias suprimen las entradas sinápticas excitatorias, 

mientras que a voltajes más despolarizados se incrementa la excitabilidad al aumentar la 

inactivación de estas corrientes. El rectificador entrante de potasio (IKir) también es 

inhibido por la activación de receptores muscarínicos (Figueroa et al. 2002; Galarraga et 

al. 1999; Hsu et al. 1996) facilitando la depolarización y el disparo de potenciales de 

acción . Por último, las corrientes de potasio activadas por calcio (IK (ca2+¡) también son 

blanco de las acciones muscarínicas como lo muestra la reducción del postpotencial 

hiperpolarizante (Pineda et al. 1995). Por otra parte, el trabajo de Figueroa y 

colaboradores (2002) sugiere que la acetilcolina, a través de la activación del receptor 

muscarínico M4, está facilitando una conductancia de naturaleza catiónica. 

Además de las corrientes intrínsecas dependientes de calcio y/o voltaje, la ACh 

modula la corriente postsináptica excitatoria dependiente de NMDA, a través de 

receptores muscarínicos. En este caso, la acetilcolina incrementa la amplitud de estas 

corrientes. Lo que se acompaña de tJn aumento en la depolarización y en la excitabilidad 

membranales (Calabresi et al. 1998). 

Pero a pesar de que se conocen todas estas acciones muscarínicas, no se ha 

determinado con exactitud cual es el receptor muscarínico responsable de la mayoría de 

estos efectos, o cuando menos de los más importantes. Esto se ha debido a la falta de 

fármacos específicos que permitieran disecar las acciones mediadas por uno u otro 

receptor muscarínico (M1 y/o M4). El antagonista utilizado en la mayor parte de estos 

estudios, la pirenzepina, tiene mayor selectividad por el receptor M1 pero también 

antagoniza los efectos del receptor M4 (Calabresi et al. 1998; Hsu et al. 1996; Caulfield y 

Birdsall 1998), por lo que no es conveniente utilizarlo en una neurona que precisamente 

posee estos dos tipos de receptor. 
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Otras de las corrientes presentes en las NEMs y que son moduladas por la ACh, son 

las de calcio dependiente de voltaje (Howe y Surmeier 1995). 

2. 5 Canales de calcio y su modulación muscarínica en las neuronas 

estriatales de proyección. 

Los canales de calcio dependientes de voltaje median la entrada de Ca2
+ a las células 

en respuesta a estímulos despolarizantes, como potenciales de acción y potenciales 

sinápticos. El Ca2
+ que permea a través de estos canales participa como segundo 

mensajero en varios procesos celulares como son los de excitación neuronal, de 

transmisión sináptica, y expresión génica. 

La actividad de los canales de calcio está regulada por una gran variedad de 

neurotransmisores, hormonas, péptidos y citocinas. Los principales mecanismos 

moleculares de regulación de los canales de calcio son los de fosforilación y 

defosforilación (Catterall 2000). 

Los canales de calcio constituyen una gran familia de proteínas heteromultiméricas 

formadas por una subunidad principal a1 y tres subunidades auxiliares (p, a 2/8 y y) 

(revisado en Catterall 2000; Doering y Zamponi 2003). La subunidad a1 presenta cuatro 

dominios cada uno con seis segmentos transmembranales, y determina el poro del canal 

así como el tipo de canal de calcio pues presenta los sitios de unión para los agonistas y 

los antagonistas (Tabla 1 ). 

Las subunidades auxiliares modulan varias de las propiedades funcionales de la 

subunidad a 1 como la amplitud de la corriente, su activación e inactivación. Estas 

subunidades también participan en el direccionamiento de la subunidad principal a la 

membrana celular. Hasta el momento se han encontrado 1 O genes diferentes que 
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codifican para las subunidades a1 (Tabla 1 ); cuatro para la p, cuatro para la a 2/8 y siete 

para la y. 

Estos canales han sido clasificados en los tipos T, N, L, P, Q y R teniendo en cuenta 

sus propiedades biofísicas y farmacológicas. Los canales de calcio tipo T se activan a 

potenciales más hiperpolarizados (-70 a - 60 mV), por lo que también 

se conocen como de bajo voltaje de activación (LVA o "low voltaje activated"), y sólo se le 

han caracterizado bloqueadores medianamente selectivos como la kurtoxina. Hay tres 

tipos de canal T designados por las letras G, H e 1 (a1G, a1H y a11). Por otra parte, los 

canales restantes se activan a potenciales más despolarizados (más positivos que -50 

mV), por lo que se conocen como de alto voltaje de activación (HVA o "high voltaje 

activated"). Los canales HVA no pueden ser distinguidos claramente teniendo en cuenta 

sus propiedades biofísicas, pero si por sus propiedades farmacológicas, al existir 

bloqueadores muy selectivos para cada uno (ver Tabla 1 ). A partir de las características 

biofísicas y farmacológicas, se ha podido encontrar la correlación entre los genes que 

codifican para las subunidades a 1 y el tipo de canal de calcio nativo. Así, se sabe que la 

subunidad a 1A codifica para los canales de calcio tipo- P/Q; la a 18 para el tipo- N; las a 1c, 

a 10, a 1F y a 15 designan los varios tipos de canal L y la a 1E para el tipo R. 

Recientemente se ha propuesto una nueva clasificación para los canales de calcio, 

similar a la existente para los canales de potasio, que tiene en cuenta a los diferentes 

tipos de subunidades a 1, así como a sus características biofísicas y farmacológicas (Tabla 

1 ). La familia Cav1 comprende a los canales de calcio tipo L, correspondiendo a cada tipo 

de subunidad a 1 una nueva nomenclatura. Por ejemplo, la subunidad a1s corresponde a la 

familia Cav1 .1, la a1c a la Cav1 .2, la a10 a la Cav1 .3 mientras que la a1F se denomina 

Cav1 .4. La familia Cav2, está formada por los canales de tipo N, P/Q y R, y la Cav3 por los 

de tipo T. 
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Tabla 1. Nomenclatura y farmacología de los canales de calcio dependientes de voltaje. 

(Adaptado de Doering y Zamponi, 2003 ) 

Superfamilia Tipo Subunidad a Nombre Bloqueador 

propuesto selectivo 

HVA L a1c Cav1 .2 Dihidropiridinas 

am Cav1 .3 

U1F Cav1 .4 

a1s Cav1 .1 

N U19 Cav2.2 co-conotoxina GVIA 

P/Q U1A Cav2.1 co -agatoxina IVA 

co -agatoxina TK 

R U 1E Cav2.3 SNX482 

LVA T ª 1G Cav3.1 kurtoxina 

ª 1H Cav3.2 

a ,, Cav3.3 

Las neuronas espinosas medianas de proyección expresan los diferentes subtipos de 

canales de calcio dependientes de voltaje de alto umbral: tánto los Cav1 como los Cav2. 

Los canales de calcio de tipo L (Cav 1) están constituidos por las subunidades a1c (Cav 1.2) 

y a 10 (Cav1 .3) . Los canales de calcio de tipo Cav2 comprenden los canales P/Q (Cav2.1) , 

N (Cav2.2) y R (Cav2.3) (Sargas et al. 1994, Foehring et al. 2000; Mermelstein et al. 

1999). Las conductancias de calcio son muy importantes en la generación del patrón de 

disparo neuronal. Los canales de calcio de tipo L (Cav1) generan la zona de conductancia 
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negativa que sostiene el disparo repetitivo durante el estado activado de las NEMs 

(Hernández- López et al. 1997; Vergara et al. 2003). Los canales de calcio de tipo Cav2.1 

y Cav2.2 participan en la generación del postpotencial hiperpolarizante (Vilchis et al. 

2000), que determina el ritmo y la frecuencia de disparo. El calcio que entra a través de 

estos canales, provoca la liberación del neurotransmisor GASA de las terminales 

sinápticas de estas neuronas (Tecuapetla 2005). 

Se ha sugerido que la activación de los receptores muscarínicos de los tipos M1 y M4 

presentes en las NEMs enciende dos vías paralelas de señalización intracelular que 

inhiben a las corrientes de calcio Cav1, y Cav2, respectivamente (Howe y Surmeier 1995). 

En la presente tesis ponemos a prueba esta hipótesis que fue planteada en analogía con 

los hallazgos en otras células (Hille 1994): la activación de los receptores de tipo M1 

modularía exclusivamente a la corriente de calcio Cav1, probablemente activando la vía 

de los fosfoinositidos, y finalmente la defosforilación del canal por calcineurina (Rakhilin et 

al. 2004 ). Por otra parte, los receptores de tipo M4 modularían los canales de calcio Cav2 

mediante la acción directa de las proteínas G sobre los canales. 

Una primera inconsistencia de la hipótesis planteada arriba se halló al observar que el 

postpotencial hiperpolarizante producido por las corrientes de potasio activadas por Ca2
+ 

(Pineda et al. 1992), y que depende de las corrientes Cav2 (Vilchis et al 2000), es inhibido 

por agonistas muscarínicos más selectivos para el receptor M1 (Pineda et al. 1995). Esto 

produce un aumento en la frecuencia de disparo de estas células. Sin embargo, como no 

se contaba con fármacos suficientemente selectivos para distinguir entre los receptores 

muscarínicos M1 y M4 , no había sido posible, hasta la presente tesis, determinar con 

precisión el receptor que media la inhibición de las corrientes de calcio Cav2. Por lo tanto, 

también se desconocía por completo la vía de señalización activada. En la presente tesis 

hicimos uso de los fármacos más selectivos con que a la fecha se cuenta para resolver 

este problema. 
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2. 6 Vías de señalización intracelular más comunes utilizadas por la 

acetilcolina al activar a los receptores muscarínicos. 

Los receptores muscarínicos pertenecen a la superfamilia de los receptores de siete 

dominios transmembranales acoplados a proteínas G (Fig . 2). El acople de los receptores 

de las clases M1 y M2, es diferencial hacia las proteínas G de los tipos Gq111 y Gua. 

respectivamente, y está definido por la secuencia de aminoácidos de los dominios 

intracelulares i2 e i3 (Caulfield y Birdsall 1998). Esta activación de diferentes proteínas G 

para cada familia de receptores determina distintos mecanismos de señalización 

intracelular. Los receptores de la clase M1 se acoplan preferencialmente a la vía de la 

fosfolipasa C (PLC) (Fig. 2); mientras que los de la clase M2 pueden inhibir la vía de la AC 

o, mediante las proteínas G, actuar directamente sobre los canales de calcio de manera 

dependiente o independiente de voltaje (Caulfield y Birdsall 1998; Jones 1993). Sin 

embargo, ambos receptores pueden acoplarse a muchas otras vías de señalización 

intracelular, algunas de las cuales aparecen en la Tabla 2. En los últimos años el estudio 

de los mecanismos de señalización implicados en las acciones muscarínicas ha reforzado 

la idea de la multiplicidad de vías aunque las expuestas arriba son las más comunes o 

principales (Harvey y Belevych 2003, Lanzafame et al. 2003; Nathanson 2000). Es 

necesario puntualizar que hay mensajeros finales en diferentes puntos de la vía de 

señalización activada, por lo que aunque sea activada una misma vía, el mensajero y el 

efector final pueden ser diferentes. 

2.7 Vía de la fosfolipasa C. 

La activación de los receptores muscarínicos de la familia M1 provoca el encendido de 

la vía de la fosfolipasa C en la mayoría de los casos (Fig . 2). Sin embargo, los receptores 
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Tabla 2. Mecanismo de transducción de señales de los distintos tipos de receptores muscarínicos 

Vía M1 M2 M3 M4 Ms 

Hidrólisis de PI +++ + +++ + +++ 

Inhibición de la AC + +++ +++ 

Estimulación del cAMP +++ + +++ +++ 

Estimulación de la PLC +++ + +++ + +++ 

Estimulación de la PLA2 con +++ ± +++ ± +++ 
liberación de AA 

Estimulación de la PLD +++ + +++ + +++ 

Incremento de Ca2
+ +++ +++ +++ 

+ + +: efectos fuertes; +: efectos débiles; ±: efectos débiles cuando se sobreexpresan. Adaptado de Wang 

et al. (2004) 

de la familia M2 también pueden acoplarse a esta vía, aunque débilmente (Felder 1995, 

Yan y Surmeier 1996) 

En la forma más común, la PLCp es estimulada por la subunidad Ga de algún miembro 

de la familia de las proteínas Gq (que incluye a las Gaq,Ga11. Ga14. Ga1s and Ga1s) una vez 

que fue activada esta proteína por el receptor ocupado. A su vez, la PLCp cataliza la 

hidrólisis del fosfoinositido fosfatidil inositol 4,5- bifosfato (PIP2) produciendo el inositol 1, 

4, 5- trisfosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG). El IP3 induce la liberación de calcio del 

retículo endoplásmico mientras que el DAG activa a la proteína cinasa C. 

Estos mensajeros (Ca2
+ y PKC), actuando sinergísticamente o por separado, pueden 

modificar la actividad de los canales iónicos, de los sistemas enzimáticos, y de las 

proteínas estructurales (Delmas et al. 2004). 
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El Ca2
+ puede activar a diferentes protefnas como la calmodulina (CaM), la adenilato 

ciclasa, a los mismos receptores de IP3, así como a varios tipos de PKC atípicas o típicas. 

La calmodulina a su vez puede activar a protefnas cinasas y fosfatasas como por ejemplo 

a las cinasa calmodulina 11 (CaMKll) y a la fosfatasa calcineurina (también conocida como 

PP-2B). La adeniltato ciclasa puede activar a la proteína cinasa A (PKA) mediante la 

producción del AMPc. 

La actividad de los canales de calcio depende del equilibrio entre las acciones de las 

distintas cinasas y fosfatas. Dentro de las cinasas que se activan por la vía de la PLC, 

parece ser la PKC la más involucrada en la mayorla de los casos en que se trata de la 

modulación de los canales de calcio. 

2.7.1 Proteína cinasa C y canales de calcio. 

La proteína cinasa C es una cinasa de serina/treonina formada por una región N

terminal regulatoria, y una región C- terminal catalítica (Marx 2003; Newton 1995). Esta 

cinasa presenta cuatro dominios conservados (C 1-C4 ), y cinco variables (V1-V5). Los 

dominios N- terminales (C1 y C2) son requeridos para la interacción con el diacilglicerol, 

los estéres del forbol, la fosfatidilserina (PS), y el Ca2
+ indicando que las interacciones 

lípido- proteína participan en el direccionamiento de la PKC. En la región N- terminal 

regulatoria también se encuentra el sitio del pseudosubstrato autoinhibitorio. En la región 

C- terminal catalítica se localizan el sitio de unión con ATP, así como el sitio de unión al 

substrato. 

En tejido de mamífero han sido identificadas 12 isotermas de la PKC que se agrupan 

en tres familias dependiendo de los cofactores que las activan (Marx 2003; Newton 1995). 

Estas son la familia de las isotermas clásicas, la de las nuevas, y la de las atípicas. Tanto 

las isotermas clásicas como las nuevas son activadas por el DAG y la PS, sin embargo, 
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las primeras necesitan al calcio para ser activadas mientras que las segundas no. Por su 

parte las isoformas atípicas sólo son reguladas por la fosfatidilserina. 

Todos los tipos de canal de calcio pertenecientes a las diferentes familias (ver Tabla 

1) son susceptibles de ser regulados por la PKC al tener múltiples sitios consensos de 

fosforilación para esta enzima (Caterall 2000). Desde los primeros trabajos donde se 

estudió la participación de la PKC se encontró que la activación de la misma puede inhibir, 

estimular, o tener efectos bifásicos sobre las corrientes de calcio (Lacerde et al. 1988; 

Rane y Dunlap 1986; Yan et al. 1997). Estos efectos disimiles pueden presentarse para 

los diferentes tipos de corriente de calcio, esto es, no depende del tipo de canal de calcio 

que esté siendo modulado. Así, para los canales de calcio de la familia Cav1 (L) se puede 

presentar estimulación (He et al. 2000; Xu et al. 2003); inhibición (Cheng et al. 1995; 

Satoh 1995) y efectos bifásicos (Boixel et al. 2000; Kelso et al. 1996). Lo mismo sucede 

para todos los miembros de la familia Cav2 (N, P/Q y R) (Belmeguenai 2002; Kamatchi et 

al. 2003; Stea et al. 1995) y los de la familia Cav3 (Park et al. 2003; Pemberton et al. 

2000). 

¿Por qué se obtienen diferentes efectos sobre las corrientes de calcio (ICa) al 

activarse la PKC? Varios son los aspectos que hay que considerar por parte de los dos 

actores: la PKC, y los canales de calcio. En cuanto a la primera, está la existencia de 

múltiples isoformas de PKC en las diferentes células; de varios receptores para la cinasa 

C activa y de proteínas que interaccionan con la PKC que pudieran influir en una 

activación y translocación diferentes aún existiendo las mismas isoformas; por último está 

la presencia de proteínas adaptadoras y de anclaje que pueden diversificar los efectos de 

la PKC. Con respecto a los canales de calcio, tenemos la existencia de diferentes 

subtipos de canal; variantes en las subunidades principales, y en las subunidades 

auxiliares. 
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Así por ejemplo, los estudios de Kamatchi y colaboradores (2003, 2004) muestran que 

dependiendo de los sitios de fosforilación presentes en el canal de calcio, este puede ser 

fosforilado por una u otra familia de isoformas de la PKC. Maeno- Hikichi y colaboradores 

(2003) encontraron una proteína, homóloga de enigma (ENH), que interacciona 

específicamente con la PKCc y los canales de calcio de tipo N formando el complejo 

macromolecular PKCE- ENH - canal de calcio tipo- N. La coexpresión de la ENH facilita la 

modulación de los canales de calcio tipo N por la PKC, mientras que la disrupción del 

complejo reduce la acción de la PKC. De esta forma, interactuando específicamente con 

la PKC y el canal de calcio, la ENH localiza a la PKC con su substrato específico. 

2.7.2 Muscarina y fosforilación de los canales de calcio por la proteína 

cinasa C. 

Como era de esperarse, cuando los receptores muscarínicos activan a la PKC, 

también pueden producirse diferentes efectos sobre los canales de calcio. Se ha 

reportado tanto estimulación (Love et al. 1998; Sculptoreanu et al. 2001) como inhibición 

(Pemberton y Jones 1997; Pemberton et al. 2000; Sculptoreanu et al. 2001 ). En una línea 

celular de células~ . la HIT-T15, el agonista muscarínico betanecol incrementa la ICa 

unitaria y total a través del canal de calcio de tipo L (Love et al. 1998). Este efecto es 

mimetizado por un éster de forbol y un análogo permeable del DAG, mientras que el 

análogo inactivo del forbol no produce cambios. Sin embargo, en las células NIH 3T3, el 

receptor M1 transfectado inhibe a los canales de calcio tipo L por la activación de la PKC 

(Pemberton y Jones 1997). 

La activación de la PKC por los receptores muscarínicos puede producir acciones 

antagónicas en el ganglio pélvico mayor de la rata. La activación de la PKC por el receptor 

muscarínico M1 produce la facilitación de los canales de calcio tipo L en una subpoblación 

de neuronas, mientras que en otras neuronas produce inhibición de la ICa, aunque no se 

26 



determinó el subtipo de canal de calcio que está siendo modulado (Sculptoreanu et al. 

2001 ). 

En miocitos gástricos la activación de la PKC por los receptores muscarínicos M5 

(aunque no se puede excluir alguna participación de los M3) produce un aumento de la 

corriente de calcio tipo L que es mimetizada por los esteres de forbol e inhibida por el 

péptido inhibidor de la PKC (Merita et al. 2002). 

Los canales de calcio tipo- T también son modulados por la activación de la PKC al 

activarse los receptores muscarínicos de la familia M1 (Pemberton et al. 2000). 

El sistema de expresión de ovocitos de Xenopus ha sido usado para estudiar la 

participación de la PKC en la modulación de los canales Cav2.3 usando como modelo la 

activación de esta cinasa por los receptores muscarínicos M1 (Kamatchi et al. 2001, 2003, 

2004 ). En este sistema, la acetil-~-metilcolina, produce un incremento en la ICa que es 

bloqueado por el inhibidor específico de las PKC clásicas (PKCc), el péptido ~C2.4 y por 

bajas concentraciones del inhibidor Ro-31-8425 que también bloquea a estas isotermas 

(Kamatchi 2003). El hecho de que los efectos del agonista M1 sean abolidos por el 

inhibidor de la PLC, por el bloqueador del receptor de IP3, y por el quelante de Ca2
+ , 

sugiere la participación de la PKCc. 

Otro sistema que ha empleado como modelo la activación de los receptores 

muscarínicos M1 para estudiar la participación de la PKC en la modulación de los canales 

Cav2.3. es el de las células HEK293 (Melliti et al. 2000; Bannister et al. 2004). Este grupo 

de autores recientemente encontró que los receptores de la familia M1 (M1, M3 y Ms) 

potencian la actividad del canal Cav2.3 a través de la PKC. Sin embargo, la PKC 

involucrada es una PKC nueva (PKCn) (Bannister et al. 2004). Es interesante notar que 

este resultado difiere del de Kamatchi (2003), en cuanto a la isoforma de la PKC que está 

siendo activada ya que estos autores encontraron que es una PKCc. 

27 



Por otra parte, aunque los receptores de la familia M2 no se acoplan 

preferencialmente a la vía de la PLC, Yan y colaboradores (1997) encontraron que en las 

interneuronas colinérgicas del neoestriado los receptores M2 encienden la vía de la PLC, 

probablemente a través de subunidades Gpy, lo que produce la activación de la PKC, y la 

inhibición del canal de calcio de tipo N. 

El receptor M2 también puede estimular la actividad de los canales Cav1 .2b 

acoplándose a la PKC en miocitos de la vena porta de conejo (Callaghan et al. 2004 ). En 

este caso se activan dos vías de señalización, una que involucra a una PKCc , y otra en la 

cual se activa una PKCn. En la activación de la PKCn no participa la vía de la PLC sino la 

Pl3K, la cual es activada por las subunidades G py· 

2. 8 Vía de la adenilato ciclasa. 

Los receptores muscarínicos de la clase M2 (M2 y M4) son los que se acoplan 

preferencialmente a la vía de la AC. El acople ocurre a través de las proteínas Gai y Gaa y 

produce la inhibición de la actividad de esta enzima con la consiguiente inhibición en la 

producción del AMPc (Caulfield y Birdsall 1998; Felder 1995). Varios reportes también 

señalan una estimulación de la actividad de AC mediada por los receptores de la clase M2 

en el bulbo olfatorio de la rata y en líneas celulares (Caulfield y Birdsall 1998; Nathanson 

1996). En el caso del bulbo olfatorio las subunidades py de las proteínas G¡¡0 estimulan a 

las isoformas 11 y IV de la AC (Olianas et al. 1998). Por otra parte, en las líneas celulares, 

el incremento en la actividad de la AC se relaciona con un acople inespecífico debido a 

una alta expresión de los receptores (Nathanson 1996). Este mismo acople inespecífico 

ocurre cuando se expresan los receptores de la clase M1 en líneas celulares (Caulfied y 

Birdsall 1998, Nathanson 1996). 
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En miocitos cardíacos existen evidencias de que los receptores M2 pueden tener 

efectos estimulatorios e inhibitorios sobre la corriente de calcio dependiente de voltaje tipo 

L (Gómez et al. 2004; Harvey y Belevych 2003). En este sentido existe controversia 

acerca de si el efecto estimulatorio está mediado por el óxido nítrico o la activación de 

diferentes isoformas de la AC (Harvey y Belevych 2003). También en una linea celular 

obtenida de la pituitaria se ha reportado la estimulación de la corriente de calcio tipo L, en 

este caso a través de la inhibición de la AC, del AMPc, y de la PKA (Pemberton y Jones 

1995). 

En el neoestriado estudios bioquímicos señalan al receptor M4 como el responsable de 

la inhibición de la actividad adenilato ciclasa y de los niveles de AMPc al activarse los 

receptores muscarínicos (Olianas et al. 1996). En estos estudios el péptido MT- 3, 

antagonista específico de los receptores M4, inhibió la actividad inhibitoria sobre la AC con 

una Kd = 4 nM. Sin embargo, ninguno de los efectos muscarínicos sobre las diferentes 

conductancias de las NEMs parece estar mediado por esta vía. 

2. 9 Modulación de los canales de calcio a través de la acción directa de las 

proteínas G. 

Aunque los receptores muscarínicos de la clase M2 pueden modular a los canales de 

calcio dependientes de voltaje a través de la vía de segundos mensajeros de la AC, las 

acciones directas de las proteínas G¡¡º sobre estos canales es por mucho la más 

comúnmente encontrada. En este sentido, muchas neuronas que expresan receptores de 

la clase M2, como por ejemplo, en las piramidales del hipocampo, las neuronas 

simpáticas, las neuronas sensoriales, las interneuronas neoestriatales, las neuronas 

parasimpáticas, y las piramidales de la corteza (Jones y Elmslie 1997; Beech et al. 1992; 

Shapiro et al. 1999; Diversé- Pierluissi et al. 1995; Cuevas y Adams 1997; Stewart et al. 
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1999) presentan modulación muscarínica directa y mediada por G¡¡0 • Por lo que este 

parece ser, hasta el momento, el mecanismo por excelencia para la modulación de 

canales de calcio por la activación de receptores de la clase M2. Además, no se ha 

encontrado evidencia de participación del AMPc o de la PKA; al menos en las neuronas 

estudiadas hasta el momento (Zhu y Yakel 1997; Toselli y Lux 1989; Allen y Brown 1993). 

La acción directa de las proteínas G¡¡0 es rápida {< 1 s), muchas veces depende del 

voltaje , ya que se elimina con pulsos a voltajes muy despolarizados, y está mediada por el 

complejo py de la proteína actuando directamente sobre el canal (Delmas et al. 1998; 

Kammermeier et al. 2000). La unión py - canal inhibe la corriente de calcio. En algunos 

casos, sin embargo, la acción de Gvo es independiente de voltaje. Según estudios recientes 

en neuronas simpáticas (Delmas et al. 1998), la acción estaría mediada por la subunidad a0 

de la proteína G0• Más experimentos son necesarios para aclarar este punto. Es interesante 

mencionar que también los receptores muscarínicos de la clase M1, específicamente los M1, 

podrían estar actuando de manera directa sobre el canal de calcio; según un trabajo reciente 

en neuronas simpáticas del ganglio cervical superior (Kammermeier et al. 2000). 

2. 10 Vías alternas usadas por la acetilcolina al activar a los receptores 

muscarínicos. 

La acetilcolina a través de la activación de los receptores muscarínicos puede usar 

otras vías aparte de las llamadas vías "clásicas" (Tabla 2). Así, la activación de los 

receptores muscarínicos de la clase M1 puede producir la activación de la vía de la 

fosfolipasa A2 (PLA2} con la producción de ácido araquidónico {AA), y la estimulación de la 

fosfolipasa D (PLD). La activación de los receptores de la clase M2 también pueden 
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acoplarse a la vía de la PLA2 y la PLD, aunque con menos eficiencia, cuando se 

sobrexpresa en líneas celulares (Caulfield y Birdsall 1998; Felder et al. 1995). 

Precisamente, el mensajero desconocido que media los efectos inhibitorios del 

receptor M1 sobre las corrientes de calcio de tipo N en las neuronas simpáticas de ratas 

neonatas es el AA a través de la activación de la vía de la PLC y de la PLA2 (Liu y 

Rittenhouse 2003). 

Otras de las vías que pueden ser activadas es la de la tirosina cinasa (TK) (Callagan 

et al. 2004; Jin et al. 2002). Esta es una de las vías que produce la estimulación del canal 

de calcio Cav1 .2b por la activación del receptor M2 en miocitos de la vena porta de conejo 

(Callaghan et al. 2004 ). En este caso la subunidad Gpy de las proteínas G¡ activan a la 

Pl3Ky (cinasa de fosfoinositidos 3), la cual a su vez activa a una PKCn, y esta finalmente 

a la tirosina cinasa. Todavía no se conoce como es que la Pl3Ky activa a la PKCn, aunque 

se sabe que tiene actividad intrínseca de serina que podría llevar a la activación de la 

PKC. En el músculo liso los receptores M2 también provocan un aumento en la corriente 

de calcio tipo L a través de la activación de la TK (Jin et al. 2002). 

Otras de las vías alternas que puede encender la acetilcolina al activar a los 

receptores muscarínicos es la de la guanilato ciclasa (GC). Se ha visto que la liberación 

del Ca2
• a través de la vía de la PLC/IP3/ Ca2

+ puede activar a la calmodulina (CaM), la 

cual activa a la sintetasa del óxido nítrico produciendo óxido nítrico . El óxido nítrico activa 

a su vez a la GC obteniéndose el cGMP. También en algunas células se ha encontrado 

que el Ca2• puede activar directamente a la GC y producir cGMP (De Vente 2004). Esta 

via pudiera ser la responsable de parte de la estimulación e inhibición del canal de calcio 

tipo L en células cardíacas (Harver y Belevych 2003). De hecho, en miocitos ventriculares 

parece ser que el cGMP, está activando a una fosfatasa para inhibir al canal de calcio de 

tipo L (Shen y Pappano 2002). 
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Como es fácil de concluir de los antecedentes, no es posible definir a priori cual es el 

receptor principal , y cual la cadena de señalización utilizada por este, para mediar los 

efectos colinérgicos en una neurona dada. Por lo que este trabajo de Tesis intentará 

avanzar en el conocimiento de estos mecanismos utilizando como modelo la neurona 

estriatal de proyección. Es en esta neurona donde residen los efectos muscarínicos que, 

empíricamente, son manipulados con fármacos bastante poco selectivos, durante la 

terapéutica de la enfermedad de Parkinson y otras enfermedades motoras. Por lo tanto, el 

avance en este conocimiento tiene relevancia clínica y aplicada. 
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CAPÍTULO 3 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1 Hipótesis 

3.1.1. Los receptores muscarf nicos más importantes para la modulación de los canales de 

calcio de la familia Cav2 en las neuronas estriatales de proyección son los M1. 

3.1.2. Cuando menos una parte de las acciones del receptor M1 sobre las corrientes de 

calcio de tipo Cav2 se debe a la activación de la proteína cinasa C. 

3.2 Objetivos 

3.2.1. Determinar si el receptor muscarínico M1 modula las corrientes de calcio a través de 

los canales Cav2 en las neuronas espinosas medianas del neoestriado. 

3.2.2. Definir él (los) subtipo (s) de canal de calcio Cav2 modulados por el receptor 

muscarínico M1. 

3.2.3. Determinar si el receptor muscarínico M4 está involucrado en parte de la 

modulación de las corrientes de calcio a través de los canales Cav2 en las neuronas 

espinosas medianas del neostriado. 

3.2.4. Investigar la participación de la proteína cinasa C (PKC) en la modulación de los 

canales de calcio Cav2 por el receptor muscarínico M1. 
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CAPÍTULO 4 

MATERIALES Y METODOS 

4. 1 Obtención de neuronas disociadas 

Los experimentos se realizaron en neuronas neoestriatales obtenidas del cerebro de 

ratas Wistar ( 100 -120 g). Las ratas se sacrificaron por decapitación después de ser 

anestesiadas. Se obtuvo rápidamente el cerebro y se colocó en una solución salina fría 

(4º C) conteniendo (en mM):125 NaCI, 3 KCI , 1 MgCl2, 2 CaCl2, 25 NaHC03, 11 glucosa, 

0.0002 tiourea y 0.0002 de ácido ascórbico (pH = 7.4; 298 mOsM/I, gasificada con una 

mezcla de 95% 0 2 y 5% C02). Se obtuvieron rebanadas parasagitales del neoestriado de 

300-400 µm de grosor con un vibratomo (Ted Pella, Reading, CA). Las rebanadas 

obtenidas fueron incubadas en esta misma solución salina a temperatura ambiente (23-

25 º C), y se dejaron equilibrar por una hora. Cada disociación se realizó con cuatro 

rebanadas de las cuales se disectó la región dorsal del neoestriado en una solución 

amortiguada con HEPES (en mM): 136 NaCI, 3 KCI, 2 MgCl2, 2 CaCl2, 10 HEPES, 10 

glucosa (pH = 7.4; 300 mOsM/I con glucosa). A continuación se procedió a incubar el 

tejido estriatal en la misma solución de HEPES con 1- 1.5 mg/ml de pronasa E tipo XIV 

(Sigma, St Louis, MO) a 32 ºC. Después de alrededor de 20 min , el tejido fue lavado con 

la misma solución de HEPES pero con bajo calcio (0.2 mM). En esta solución se realizó la 

disociación mecánica con pipetas Pasteur de diferentes diámetros (grueso, mediano y 

fino) . El sobrenadante con las neuronas (2 mi), se sembró en una caja de Petri de 35 mm 

montada sobre la platina de un microscopio invertido, y con 1 mi de solución externa. La 

solución externa contenía (en mM): 136 NaCI, 3 KCI , 2 MgCl2, 5 BaCb, 10 HEPES, 10 

glucosa, 0.001 TTX, (pH= 7.4 , 300 mOsm con glucosa). Una vez que las células se 

asentaron se comenzó a perfundirlas con esta misma solución externa a una velocidad de 

1 ml/min. 
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4.2 Registro electrofisiológico 

Las corrientes de calcio de las neuronas de proyección ( 1 O- 12 µm de diámetro 

somático, y capacitancia de entre 6 y 7 pF) se registraron mediante la técnica de fijación 

de voltaje en célula entera ("whole ce// voltaje clamp'?. Las neuronas con valores de 

capacitancia mayores fueron descartadas ya que se sabe que sólo las que presentan 

capacitancias de entre 6 y 7 pF son las neuronas de proyección (Yan y Surmeier 1996). 

Los registros de las corrientes de calcio se realizaron usando las técnicas de registro 

estándar. Las pipetas para los registros se fabricaron de vidrio de borosilicato (WPI; 

Sarasota, FL) en un estirador de pipetas (Sutter lnstrument Corp, Novato, CA), y fueron 

pulidas con calor antes de usarlas. La solución interna de registro contenía (en mM): 180 

N-Metil D-Glucamina o NMDG, 4 MgCl2, 1 O EGTA, 1 O HEPES, 0.1 leupeptina, 2 Na2A TP, 

0.4 Na2GTP (pH= 7.2 con H2S04, 265-275 mOsM/I con glucosa). La resistencia (OC) de 

los electrodos fue de entre 3-7 Mn en el baño. Los registros los obtuvimos usando un 

amplificador Axopatch-1 D (Axon lnstruments, Foster City, CA) controlado y monitoreado 

con el programa Pclamp (versión 5), a través de una computadora con una interfase DMA 

de 125 kHz (Axon lnstruments). Después del rompimiento del sello entre la pipeta y la 

membrana celular se compensó la resistencia en serie {<15 Mn) un 70 a 80 %, que se 

monitoreaba periódicamente antes y después de aplicarse cualquier fármaco. La 

capacitancia de la membrana también fue compensada y monitoreada. Las corrientes no 

excedieron los 500 pA por lo que los errores en el voltaje debido a una compensación 

inadecuada no excedieron unos pocos milivoltios. El control del voltaje se monitoreó 

después de la compensación examinando la reproducibilidad de los trazos y las colas de 

corriente. Las células en las cuales los trazos no fueron reproducibles, o con colas de 

corriente con decaimiento muy lento fueron descartadas. Las relaciones corriente- voltaje 

(1-V) , antes y después del bloqueo con los fármacos, fueron realizadas tanto con las 
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respuestas en corriente a comandos de voltaje sucesivos de 1 O mV desde -80 hasta + 50 

mV, como con las respuestas a comandos de voltaje en forma de rampa (0.7 mV/ms) 

desde -80 a +50 mV. Como ambos métodos coinciden (ver artículo en Resultados: Figura 

28), solo se mostrarán las respuestas a las rampas de voltaje para mayor claridad. Los 

fármacos se aplicaron con un sistema que aprovechaba la gravedad a través de un capilar 

posicionado a ± 200 µm de la célula. Los cambios de solución se realizaron a una 

velocidad de 0.5 ml/min usando un sistema de microválvulas (Lee CO, Essex, CT) 

controlado por voltaje. El curso temporal para evaluar los efectos de los distintos fármacos 

se construyó a partir de los valores de corriente al pico en respuesta a la rampa de voltaje. 

En varios experimentos también se aplicaron protocolos de doble comando rectangular 

para ver si parte de la inhibición era a través de una vía dependiente de voltaje y 

delimitada a membrana. 

4.3 Fármacos utilizados. 

Los fármacos se disolvieron en la solución salina de perfusión a partir de soluciones 

madre preparadas cada día. Las concentraciones de los fármacos en equilibrio se 

alcanzaron en ± 3 s usando el sistema de perfusión impulsado por la gravedad. La 

muscarina, la nitrendipina, el forbol miristato acetato (PMA), y el péptido PKC 19- 36, se 

obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO). Los ligandos muscarínicos como la toxina 

muscarínica 1 (MT- 1) y la toxina muscarínica 3 (MT- 3), se obtuvieron del proveedor 

Alomone (Jerusalem, Israel). La toxina muscarínica 7 (MT- 7) se obtuvo de Peptides 

lnternational (Louisville, KY). La nomenclatura que usamos en el trabajo para estos 

fármacos es la que usan estos proveedores. Los antagonistas de los canales de calcio 

tales como la Cü-conotoxina GVIA (Cü-CgTx), la Cü-agatoxina TK (Cü-AgaTK), y la Cü

conotoxina MVllC (Cü -CTx), se obtuvieron tanto de Peptides Internacional como de 
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Alomone. Los inhibidores de la PLC y de la PKC: el U-73122 y la bisindolimaleimida (BIS), 

respectivamente, se obtuvieron de Calbiochem (La Jolla, CA). Muchos fármacos se 

disolvieron en agua para preparar las soluciones madre, y posteriormente se adicionaron 

a la superfusión para alcanzar la concentración final. La nitrendipina, el PMA, y el U-

73122 se disolvieron en dimetilsulfoxido. 

4.4 Análisis de los datos 

Los datos digitalizados fueron importados para ser analizados y graficados en el 

programa comercial Origin (Origin v. 6., Microcal, Northampton, MA). En todos los casos 

se reporta la media y el error estándar para los valores de ICa. La significancia estadística 

de la diferencias de las muestras se evaluó usando pruebas estadísticas que son libres de 

la influencia de la distribución como la U de Mann- Whitney y la T de Wilcoxon usando el 

programa comercial Systat (Systat v.7.; SPSS, Chicago, IL). En algunos casos los 

resultados se ilustran utilizando gráficos de caja ("box plots" de Tukey 1977). En estos 

gráficos la línea horizontal en el medio de la caja representa la mediana de la muestra, la 

parte inferior y la superior representan los percentiles 25 y 75 respectivamente, mientras 

que los extremos de las barras muestran los percentiles 5 y 95, lo que quiere decir que 

con estas gráficas se puede evaluar, de un solo vistazo, como se comportó toda la 

muestra ante la manipulación experimental así como el nivel de variabilidad biológica en 

las respuestas. 
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- ----------- -- - -

CAPÍTULO 5 

RESULTADOS 

5.1 Resultados 1 

En la primera parte del proyecto de tesis identificamos, usando agonistas selectivos y 

antagonistas específicos, que la inhibición de los canales de calcio de la familia Cav2 en 

las neuronas neostriatales de proyección está principalmente mediada por la activación 

colinérgica de los receptores muscarínicos M1. También encontramos, empleando 

bloqueadores específicos de los canales de calcio, que los canales que están siendo 

inhibidos por la activación del receptor M1 son : el Cav2.1 y el Cav2.2. Estos resultados del 

proyecto son parte del artículo que aparece adjunto aceptado para su publicación en el 

Journal of Neurophysíology. 
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Besi des a reduction of L-type Ca2 + -currents (Cav 1 ), muscarine 
and th e peptidic M 1-selective agonist, MT- 1, reduced currents 
through Cav2 . I (P/Q) and Cav2 .2 (N) Ca2+ channel types . This 
rnodu lation was strongly blocked by the peptide MT-7, a specific 
muscarinic M 1-typc receptor antagonist but not significantly reduced 
by the peptide MT-3, a specitic rnuscarinic M4-type receptor antago
nist. Accordingly, MT-7, but not MT-3, blocked a muscarinic reduc
ti on of the afterhyperpolarizing potential (AHP) and decreased the 
GABAergic inhibitory postsynapúc currents (JPSCs) produced by 
axon collatcrals that intcrconncct spiny ncurons. Both thesc function s 
are known to be dependent on P/Q and N types Ca2

+ channels. The 
ac Li on on the AHP had an important effect in increasing firing 
frcqucncy. The action on the TPSCs was shown to be caused presyn
ap tically as it coursed with an increase in the paired-pulse raúo. These 
resu lts show: tirst, that muscarinic M 1-type receptor activation is the 
rnain cholinergic mechanism that modulares Ca2 + enu·y through 
voltage-dependent Caz+ channels in spiny neurons. Second, this 
rnuscarinic modulation produces a postsynaptic facilitation of dis
charge together with a presynaptic i11hibition of the GABAergic 
control mediated by axon coll aterals. Together, both effects would 
tcnd Lo recruit more sp iny neuron s for the same task. 

I NTRODUCT J ON 

Striatal acetyl choline (ACh) comes from intrinsic cholin
ergic interneurons (Bolam et al. 1984) and the neostriatum is a 
nucleus with one of the highest concentrations of both A Ch and 
cholinergic receptors in the brain (Vilaro et al. 1991; Volpicelli 
and Levey 2004) . ACh medi ares important postsynaptic and 
presynaptic effects in the neostriatum (Calabresi et al . 2000; 
Zhou et al. 2003) and anticholinergic agents are important 
supplementary drugs for Parkinson's di sease therapeutics, in
tended to restore a supposed imbal ance between the dopami
nergic and the cholinergic systems (Zhou et al. 2003). 

Striatal spiny neurons originate the output pathway of the 
neostriatum to other basal ganglia nuclei. These spiny neurons 
predominan ti y express 2 types of muscarinic receptors: M 1 and 
M4 (Bern ard et al. 1992; Hersch and Levey 1995 ; Yan et al. 
2001 ). M 1-type receptors belong to the M 1-class, which is 
prcfcrentially couplcd to the hydrolysis of phosphatidylinosi-

+ Dcccased Augusl 21, 2004. 
AQ: A Addrcss for rcprinl requcsts and other correspondcncc: J. Bargas, Instituto 

d~ Fisiología Celular. UNAM, PO Box 70-253, Mexico City DF 04510, 
Mcxico (E-mail : jbargas@ik.unam.mx). 

to!. Instead, M 4-type receptors belong to the Mi-class, whose 
activation reduces adenylatc cyclase activity or inhibits volt
age-gated Ca2+ channels (Caulfield and Birdsall 1998; Janes 
1993). In many neurons, M 2-class receptors , including the M 4 

subtype, regulare N- and/or P/Q-type Ca2 + channels through 
fast membrane-delimited pathways (Allen and Brown 1993; 
Bernheim et al. 1992; Cuevas and Adams 1997; Liu and 
Rittenhouse 2003; Murai et al. 1998; Shapiro et al. 1999; Yan 
and Surmeier 1996; Wanke et al. 1994). Howe ver, the activa
tion of M 1-class receptors may al so regulate N- and P/Q-type 
Ca2+ channels through slow and diffusible signaling cascades 
(Bemheim et al. 1992; Liu and Rittenhouse 2003 ; Melliti et al. 
2001; Shapiro et al. 1999). This work attempts to answer which 
of these mechanisms is the most important to regulate Ca2

+ 

inftux through voltage-gated Ca2+ channels in neostriatal pro
jection neurons. To answer this question we used the most 
selective antagonists of the muscarinic receptors known to 
date: MT-3 and MT-7 (Karlsson et al. 2000; Potter et al. 2004) . 

It is of crucial importance to know which class of muscarinic 
receptor regulates Ca2 + enU)' through N- and P/Q-type Ca2+ 

channels in neostriatal projection neurons because these Ca21 

channels control vital cellular functions. For example, Ca2
+ 

entry through N- and P/Q-type Ca2+ channels generate the 
afterhyperpolarizing potential (AHP) that makes up the inter
spike interval. In turn , the AHP regulates a basic neuronal 
function: the frequency response to a given stimulus, i .e., the 
input/output, or gain, function (Bargas et al. 1999; Perez-Garci 
et al. 2003 ; Pineda et al. 1992, 1995; Vilchis et al. 2000). In 
addition, N- and P/Q-type Cai+ channels are responsible for 
u·iggering neurotransmitter release in most central synapses 
including those in the neostriatum (Catterall 1998; Momiyama 
and Koga 2001 ; Murakami et al. 2002; Reuter 1996; Rhee et al. 
1999; Tecuapetla et al. 2004; Wheeler et al. 1994 ). Therefore 
there is a possibility that muscarinic actions have a global 
action on spiny cells perfonnance arising from modul ati on of 
N- and P/Q-type voltage-gated Ca2+ channels. This work was 
previously reported in abstract fonn (Perez-Rosello et al. 2000, 
2003). 

METHODS 

Preparation of slices 

Briefly, andas described elsewhere (Bargas et al. 1999), male adult 
Wistar rats (100-120 g) were used to record from acutely dissociated 
cells. Rats from our animal house were anesthetized and their brains 
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quickly removed into ice-cold saline (4 ºC) containing (in mM) : 123 
NaCI. 3 KCI , l MgCl 2 , 2 CaCl 2, 25 NaHC03 , and 11 glucose (pH 7.4 
with NaOH , 298 müsm/L with glucose; aerated with 95% C02 and 
5% 0 2) . Parasagittal ncostriatal si ices (300 µm thick) wcre cut in 4ºC 
saline using a vibratome (Ted Pella, Reading, CA). Slices were then 
tran sfc1Tcd to room-temperature saline (23-25ºC) and allowed to 
rccovcr for 1 h. 

Voltage-c/amp recordings in dissociated ce!ls 

Ncosu·iatal neurons wcre acutely dissociated using procedures sim
ilar to thosc previously dcscribcd (Bargas et al. 1994, 1999; Vilchis et 
al. 2002). Briefty. slices were taken into a HEPES-buffered saline and 
thc dorsal striatum was disscctcd. Striata wcrc then placed in the same 
HEPES solution, now containing 1-1 .5 mg/ml of pronasc E-type XIV 
(Sigma, St. Louis, MO) at 32ºC. After about 20 min, Lhe tissue was 
removed into a low-Ca2+ HEPES saline. It was then rinscd and cells 
mechanically dissociated with Pasteur pipettes. The cell suspension (2 
mi) was plated in a 35-mm petri dish mounted on the stage of an 
invcrted microscopc containing 1 mi of the recording saline (in mM): 
0.001 tetrodotoxin (TTX), 140 NaCI, 3 KCI , 5 BaCl2 , 2 MgCl 2, 10 
HEPES, and 10 glucose (pH 7.4 with NaOH ; 298 mOsM/L with 
glucose) . Note that TTX blocked inward sodium currents and the 
charge carrier (through calcium channels) Ba2+ is also a potent and 
unspcci ne K'' -channel blocker. In addition, the intracellular solution 
did not contain K+ ions. This made us confident that the recorded 
inward currcnt was mainly carricd by Bai+ ions passing through Ca2+ 
channcls (Sargas et al. 1994). Furthcr. thc inward currcnt isolated in 
thi s way was totally blocked by 400 µM Cdi+ (not shown) and as 
shown in the KESULTS, partially blocked by severa! known peptides 
known as speci fic CaH current blockers. 

After allowing the cells to settle, superfusion began at about 1 
ml/min with saline of the same composition. Recordings were made 
only from medium-sized neurons (10-12 µm of soma diameter and 
ahout 6-7 pF of wholc cell capacitance) that had only a fcw short 
( < 50 µm) proximal dendrites . Recordings of whole cell currents used 
standard techniques: Electrodes were pulled from borosi licate glass 
(WPI. Sarasota, FL) in a Flaming-Brown puller (Sutter Instrument, 
Novato , CA) and fire polished befare use. The interna( saline con
taincd (in mM): 180 N-methyl-o-glucamine (NMG), 40 HEPES, 4 
MgCl 2, 10 EGTA . 2 Na2ATP, 0.2 Na3GTP, and 0.1 leupeptin (pH = 
7.2 with H2S04 , 265-270 mOsM/L) . Electrode DC resistances were 
3-7 Mfl in the bath. Recordings were obtained with an Axopatch- ID 
patch-c lamp amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA), and 
controlled and monitored with a PC clone running pClamp (version 5) 
with a 125-kHz DMA interface (Axon Instruments). After seal rup
lure, 1he series resistancc ( < 15 M!l) was compensated (70-80%) and 
monitored bcforc and aftcr drug application. Voltagc control was 
assessed after compensation by examining the tail currents generated 
by strong depolarizations. Currcnt-voltage relationships befare and 
during drug blockade were cvoked with both 20-ms voltage com
mands from - 80 to 50 m V in 10-m V steps and with current 
responses to vo ltagc rarnps (0.7 mV/ ms) from -80 to 50 mV . 
Because results from both methods coincided (Fig. 2). for the sake 
of c larity most figu res illustrate only ramp responses . Drugs were 
applied with a gravity-fed sys tem that positioned a glass capillary 
200 µm from the recorded cell in the direction uf How superfusion. 
Solution changes wcrc pcrformcd with a DC-controll ed microvalve 
sys tem (Lee, Esscx, CT). 

!11trace/lular recordings 

Slices obwined as above (see Prepara/ion of slices). but sometimes 
from oldcr animals (100-200 g), were also recorded in a submerged 
chamber and superfused with the same saline at 1 ml/min (34-36ºC). 
lntraccllul ar recordings were performed with microelectrodes filled 
with 3 M K-acetate (DC resistances: 80-120 Mil) and the help of an 

active bridge electrometer (Neuro Data, Cygnus Technologies, DWG 
formal, Philadelphia, PA) (Pineda et al. 1992). Records wcre digitized 
and saved on VHS tapes (40 kHz) and analyzed off-linc in a PC clone. 
Stimulation consistcd of intracellular injections of constant-current 
steps to evoke either the AHP after a single action potential (Pineda et 
al. 1992) or repetitive firing. Stimuli were of suprathreshold intensi ty 
and given at a holding potential of -55 to -60 mV by adjusting 
constant current. Bridge balance as well as recovery periods (without 
DC cu1Tcnt) wcre monitored betwccn samplc rccords. After recording 
some neurons were injected with biocytin as previously described 
(Galarraga et al. 1999). Ali neurons identified in the present study 
wcre mcdium-sizcd spiny projcction neurons. 

Voltage-clwnp recordings of inhibitory postsynaptic 
currents ( IPSCs) 

In this case, ncostriatal slices from PO 14 rats were transferred to a 
custom Plexiglas recording chamber and superfuscd with oxygenated 
saline (3-6 ml/min) as above. Individual neurons were visualized 
(X40 water-immersion objective) under differential interference con
tras! (DIC) enhanced visual guidance using infrared videomicroscopy 
in an upright microscope (Oiaphot, Nikon, Melville, NY) adapted 
with a CCO camera (CCD-100, Dage-MTI, Michigan City, IN). 
Synaptic events were evoked wilh a bipolar concentric tungs ten 
e\ectrode (12 µm at the tip; FHC, Bowdoinham, ME) located at the 
globus pallidus (GP) to stimulate antidromically the axons of spiny 
cel\s (Guzman et al . 2003). Paired shock stimulation (45-50 ms of 
interstimulus interval ; 0.2- to 0.4-ms duration; 1-4 V; ata frequency 
of 0.1 Hz) was delivered with a computer interface (see following 
text) . Isolation units (Digitimer, Hertfordshire, UK) between the 
computer and the stimulating electrodes were used to adjust stimulus 
parameters during the experiment. The distance between recording 
and stimulating e\ecu·odes was about 1 mm. Synaptic responses in 
these conditions were of moderate amplitude and had amplitude 
variation, but without exhibiting failures in most cases. Traces shown 
are Lhe average of approximately 2-min recordings (10 traces) taken 
once the amplitude had been stabilized in a given condition. A 
hypcrpolarizing voltage command (15 mV) continuously monitored 
input conductance. Interna( solution was (in mM) : 72 KH2P04 , 36 
KCI, 2 MgCl 2 , 10 HEPES, 1.1 EGTA, 0.2 Na2ATP, 0.2NA3GTP, 5 
QX 314 (to prevent neuronal firing and enhance input resistance), and 
0.5% biocytin (pH = 7 .2, 275 mOsM/L). The bath solution contained 
6-cyano-7-nitroquino-2,3-dione (CNQX) and o-2-amino-5-phospho
nopentanoic acid (AP5) to block glutamatergic currents. Cells with 
resting potencial more negative than -70 mV (at zero current) , input 
resistance >200 Mfl, and holding current (in voltage-c\amp mode) 
s0.02 nA to maintain a holding potential near the resting potential of 
the cell, were chosen . Whole cell recordings were madc using a 
Axoc\amp 2B/2A amplifiers (Axon Instruments). Whole cel\ access 
resi stances were in the range 5-20 Mil. Access resistance was 
continuously monitored and experiments abandoned if changes > 20% 
were encountered. No cell capacitance, series resistance, or liquid 
junction potential (2 mV) compcnsations werc made. Ali recordings 
were filtered at 1-3 kHz and digitized wilh an AT-MI0-6040E, a 
OAQ (Nl-DAQ) board (National Instruments, Austin, TX) and a PC 
clone. Online data acquisition used custom programs made in the 
LabVIEW environment (National Instruments) . The NI-DAQ board 
was used to save thc data on binary files in thc computer hard di sk for 
further off-line analysis. 

Drugs were dissolved in the bath saline from stock solutions made 
daily using a gravity-driven superfusion system. AP5, CNQX, mus
carine, nilrendipine, QX-314, and TTX were ali purchased from 
Sigma (St. Louis , MO). Muscarinic ligands were: muscarine (RBI, 
Natick , MA), the muscarinic peptides muscarinic toxin 1 (MT-1) and 
muscarinic toxin 3 (MT-3) from Alomone Labs (Jerusalem, Israel) , 
and muscarinic toxin 7 (MT-7) from Pcptides International (Louis
ville, KY) . Nomenclature chosen to nan1e these peptides in the present 
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CA>+ CURRENT MODULATION IN NEOSTRIATAL NEURONS 3 

work follows that of commercial suppliers. Calcium channel antago
nists : w-conotoxin GVIA (w-CgTx), w-agatoxin TK (w-AgaTK), and 
w-conotoxin MVIIC ( w-CTx) were obtained from both Peptides 
lntcrnational and Alomonc Labs. Most drugs werc dissolved in water 
to obtain stock solutions and added to the superfusate to give the final 
concentration . Nitrendipine was dissolved in dimethylsulfoxide 
(DMSO, 0.1 %). 

Dara analysis 

Digitized data were imponed for analysis and graphing into com
mercial software (Origin v. 6. Microcal, Northampton, MA). Means ± 
SE of ali 1Ca2 +s, AHPs, and IPSCs are reportcd . However, frce
distribution statistical tests were used to assess statistical significance 
of thc differcnces betwecn samples: Mann-Whitney U test or Wil
coxon 's t-test. 

RESULTS 

Activation of muscarinic M¡-type receptors reduces Ca2 + 
currenrs through both N- and PIQ-type Caz+ channels in 
neostriata/ neurons 

Figure JA (filled circles) illustrates the time course of action 
of the cholinergic muscarinic agonist, muscarine (1 µM), on 
whole cell Caz+ currents recorded from neostriatal medium
sized neurons (Baz+ is the charge carrier). Note that muscarine 
aclions are reversible (Fig. IA, filled circles and representative 
traces in Fig. 1 B) . Ca2+ currents from another neuron (Fig. JA, 
open circles) were recorded without adding any drug to appre
ciale the typical rundown in lhese experiments: 4 ::±:: 0.4% after 
15-min recording (Fig. 1 C, box plot; 11 = 35). 

Figure 2A (control) shows a family of currents evoked with 
depolarizing voltage commands in control conditions (Fig. 2A, 
bottom; see METHODS for an explanation of details of the voltage 
protocol). Figure 2A (muscarine) illustrates a family of currents 
recorded in the same ccll after the addition of muscarine (1 
µM) . Muscarine reduced both Cai+ currents and their slow tail 
currenls for equivalent voltages (vg., 40 mV) (Fig. 2A, inset). 
Figure 2B shows Caz+ currents evoked in the same neuron, but 
this lime with a depolarizing ramp command from -80 to 50 
mV (indica1ed al the top; see METHODS). Ramp-evoked currents 
in the presence of muscarine were smaller than those evoked in 
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control conditions. Figure 2C shows the current-voltage rela
tionships (/-V plots) obtained from experiments depicted in 
Fig. 2, A and B. Open (control) and filled (muscarine) circles 
are measurements from the currents in Fig. 2A (at the arrows), 
whereas continuous lines are taken from currents illustrated in 
Fig. 2B, plotted as a function of ramp voltage. Note that 
ramp-evoked /-V plots can be seen as the "fit" of /-V plots 
obtained with step commands. Thus the next figures will show 
/-V plots obtained with ramp commands only. However, most 
experiments were done with both protocols. 

Figure 2D illustrates thc time course of action of the selcc
tive muscarinic M 1 receptor agonist, the MT-1 peptide (48 nM) 
(Jernsalinsky and Harvey 1994), on Caz+ current amplitude. 
The 1-V plot in Fig. 2E shows that MT-1 mimics the action of 
muscarine on Ca2+ currents. Muscarine (1 µM) reduced Cal+ 
currents 45 :!: 3% (Fig. lB; n = 9; P < O.O!, Wilcoxon's 
t-test) . Larger muscarine concentrations (5-1 O µM) did not 
produce additional blockade (not shown). MT-1 ( 48 nM) 
reduced these currents 42 :!: 6% (Fig. 2E; n = 7; P < 0.03, 
Wilcoxon's /-test). There were no significant differences be
tween the effects of both agonists (Fig. lF; Mann-Whitney U 
test) . The concentration of MT-1 used is larger than the affinity 
constant obtained by displacing pirenzepine from brain synap
tosomal membranes (19 nM; Jerusalinsky et al. 1992), but 
below the concentration that affects M4 receptors working as 
an antagonist (Jerusalinsky and Harvey 1994; Kornisiuk et al. 
2001). In addition muscarine had no further effect after this 
MT-1 concentration and larger concentralions of MT-1 had 
only minimal effects in one out of 3 tested cells (not shown). 
MT-1 action, at these concentrations, then supports the view 
that most muscarinic actions on Caz+ currents (Cav 1 and 
Cay2) are by the activation of M 1-type receptors in spiny 
neurons. 

To further test this view, we first isolated the Caz+ curren! 
components that are not L-type by using saturating concentra
tions of a dihidropyridine blocker, nitrendipine (10 µM) (Bar
gas et al. 1994), to block L-type Caz+ channels present in spiny 
cells (Cavl.2 and Cavl.3; Olson et al. 2001). Thereafter, we 
intended to quantify how much muscarinic modulation re
mained. It was seen that muscarinic modulation (1 µM mus-
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currents in neoscriatal neurons. A: time course of 
muscarine ( 1 µ.M) action on Ca2

+ currents. lnward 
current depression is reversible (ftlled circles). Ca2

"" 

currents from another neuron (open circles) were 
rccordcd without adding any drug to appreciate the 
typical run down during the course of thesc exper
iments. B: representative traces from the experiment 
in A (filled circles) are shown. Voltage commands 
to O mV or ramp commands (see Fig. 2) from a 
holding potential of -80 mV were commonly used 
to test drug actions. Numbcrs relate thesc traces 
with thc time coursc in A. C: box plot illustrates the 
perccntagc of current run down for a sample (11 = 
35) of neurons. 
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FJG. 2. Sclccti vc M,-type muscarinic receptor agoni sl, lhe MT-1 peptide, 
mimics muscarine modulati on of Ca2+ currcnls in neostriatal ncurons. A: 
reprcse nlati ve traces of isolated inward currenls in response lO 20-ms depo
larizing vollagc commands (bu110111 ) from - 80 lo 50 mV in 10-mV sleps, firsl 
in Jhc abse nce (control ) and then in the presence of 1 µM muscarine 
(muscari ne). Ba2

- (5 mM ) was used as charge carrier in ali experiments. Note 
a dccrcasc in currcnl amplitudc duri ng muscarinc. Only 6 traces are shown for 
clarity. Jn set shows a decrease in the slower componen! of the tail cun·em for 
the 40-m V command. B: in the same neuron , Ca2+ currents were also evoked 
wilh a 180-ms ramp command (top ) of 0.7 mV/ms depolari zing rate. Rcprc
semative traces in control conditions and during muscarine are shown (bot· 
mm). Note a decrease in curren! amplitude during muscarine. C: 1-V plots were 
construclcd measuring firsl, inward currents evoked by siep commands (arrows 
in A) and graphed with symbols (empty and tilled circles), and second, wi th 
ra mp-cvoked currcnts (conlinuous lines) . Note lhat /-V plols built from ramp 
responses secm as thc " fil"' of thc mcasuremcnts takcn from stcp commands. 
For clarity, the next fi gures show only currents evoked with ramps. D: time 
course of the aclion of 48 nM MT-1 , a sclectivc muscarini c M, -rypc receptor 
agonisl, on Ca 2

• currenls. E: ramp-cvoked currents befare and during MT-1. 
Note si mil arity with muscarine . F: differences belween percentage modulation 
by muscarine or MT-1 were nonsignifi canl. 

carine), when L-type Ca2+ current was blocked, reduced the 
remaining current by 29 :!: 1% (Fig . 3A; n = 14; P < 0.001 , 
Wilcoxon's t-test). That is, nitrendipine only partially occluded 
muscarinic action (time course in Fig. 38) and a substantial 
modulation remained in most cells (box plo1 in inset of Fig . 3B 
shows variability). Modulation with nitrendipine was signifi
cantly different from that obtained without niu·endipine (29 vs. 
45%; see above; P < 0.001, Mann-Whitney U test). It is 
known that L-type Ca2+ channels are a main target fo r mus
carinic modulation (Howe and Surmeier 1995). Noticeably, 
beca.use nitrendipine reduces Ca2+ currents by about 23 :!: 2% 
(n = 15, P < 0.002, Wilcoxon's t-test) (e.g ., Bargas et al. 
1994), and the experiments showed that blockage of L-chan
nels occluded muscarinic modulation by about 36%, then, the 
result requires that modulation by muscarine be about 69% of 
available L-type Ca2+ current (Howe and Surmeier 1995). It is 
not known what is being targeted by the remaining modulation 
and which is the receptor involved. Thus we added other 
specific channel blockers together with nitrendipine: either 
w-CgTx, which blocks N-type channels, or w-AgaTK, which 
blocks P/Q-type channels (see METHODS and Bargas et al. 1994), 
the rationale being that, if one of these channel s is targeted, its 
blockage would further occlude muscarinic actions. 

Figure 3, C and D show that in the presence of both 
nitrendipine (10 µM) and w-CgTx (1 µM) (that is without L
and N-type Ca2+ channels), muscarinic actions were further 
occluded. Muscarine was now able to reduce the remaining 
current by only 15 :!: 2% (from 29 to 15 %; n = 8; P < 0.001 , 
Mann-Whitney U test) . This suggested that N-type Cai+ 
channels are also a target for muscarinic modul ation . By itself, 
w-CgTx blocks about 22 :!: 2% (11 = 12) of the whole cell Ca2+ 
current (see following text and Bargas et al. 1994). 

Similar experiments were performed in the presence of both 
nitrendipine (10 µM) and w-AgaTK (400 nM), a speci fic 
P/Q-type Ca2 + channel blocker. Again, further occlusion of 
muscarinic modulation was found, current reduction now being 
only 11 :!: 1 % (from 29 to 11 %; n = 5; P < 0.004, Mann
Whitney U test) . This result suggested that P/Q-type Ca2

' 

channels are a third target for muscarinic actions (Fig. 3, E and 
F) . By itself, w-AgaTK blocked about 30 :!: 3% of the Ca2 + 
current, being the most abundant Ca2 + current component 
(Bargas et al. 1994; Vilchis et al. 2002). In addition , 3 exper
iments were done with the 3 Ca2+ channel blockers admini s
tered together: nitrendiplne ( 1 O µM ), w-CgTx ( 1 µM ), and 
w-AgaTK ( 400 nM). In these experiments muscarine ( 1 µM) 
had no further effect whatsoever (data not shown) . Therefore to 
explain the actions of muscarine with and without the different 
combinations of Ca2+ blockers, the 45 % red].!ction ascribed to 
muscarinic modulation was distribULed in the followin g way by 
solving a linear system of equations (see Vilchis et al. 2002): 
45 = L(0.7) + P/Q(0.23) + N(0.27) + R, where L, P/Q, N, 
and R denote the percentage that each channel type contributes 
to the whole cell Ca2+ current (approximately): 23 + 30 + 
22 = 75%, R-channels being about 20-25 % (see abovc) . 
These results then pointed to the following conclusions: first, 
they confirmed that L-type channels are preferentially targeted 
by muscarine (nearly 70% block) (Howe and Surmeier 1995) 
and, second, they also showed that an important part of the 
remaining modulation (50%) was shared by other channel 
types : 23% of P/Q and 27% of N. Bottom graph in Fig. 3G 
summarizes these data. To conclude, the experiments sug-
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FIG. 3. Besides Cav 1 (L-type) Ca"' channels muscarinic actions also 
targct Ctv2. l (P/Q-typc) and Cav2.2 (N-typc) Ca2+ channels. A: rcprcsenta-
1ivc traces showing substanlial muscarinic modulation of Ca2+ currcnts ( 1 µM 
muscarinc) aftcr nitrcndipine (10 µM) . Nitrcndipine blocks most L-type Ca2+ 
channcls at th is huluing potcntial. B: time wursc uf muscarinic actions aftcr 
ni trendip inc blockagc of L-type currents. Muscarinc rcduced thc remaining 
currcnt ("non-L" or Cav2). In th is pair of frames (A , Bl and in thosc below, 
numbcrs bcsidcs trcatmcn ts at right (8) corrcspond to rcprcscntativc rccords al 
/eji (A). Box plols at the in .ws in thi s and ali cxperiments illuslrate dislribution 
uf effects in experimental samplcs. C and D: w-conotoxin GVIA (w-CgTx; 1 
µM) , a spcc itic blocker of N-typc Cai+ channcls at this conccmration, partially 
occluded muscarinic actions . E and F: w-agatoxin TK (w-AgaTK; 400 nM), a 
spcci fic blocker of P/Q-typc Ca2 ' channels partially occluded muscarinic 
act ions, IOo. G: a summary of % modulation by muscarinc in the prescnce of 
different Ca 2

• channel blockers . 

gested that the activation of muscarinic receptors was targeting 
3 types of Ca2+ channel: L, N, and P/Q. 

Next we wanted to see which receptor modulates N- and 
P/Q-type Ca2 + channels bccause it is known that L-type Ca2 + 

channels are controlled by the M 1-type receptor (Howe and 
Surmeier 1995). Figure 4A illustrates that a substantial amount F4 

of muscarinic modulation remained in the presence of MT-3 
(10-20 nM), a specific antagonist of muscarinic M4-type 
receptors (Caulfield and Birdsall 1998; Potter et al. 2004). With 
the block of both M4-type receptors and L-type Ca2+ channels, 
Ca2 + cun-ents were reduced by 23 :±: 4% (n = 19, range: 
12-38%), which is not significantly different from the reduc-
tion without MT-3 (29%; see above) . In contrast, muscarinic 
modulation was substantially reduced in the presence of MT-7 
( 10-30 nM), a specific antagonist of muscarinic M 1-type 
receptors (Caulfield and Birdsall 1998; Karlsson et al. 2000) 
(Fig. 48) . The remaining muscarinic modulation after MT-7 
was 9 :±: 1 % (P < 0.005, Mann-Whitney U test) . Cell-to-cell 
variability is illustrated in the box plot of Fig. 3 (inset). The 
histogram al the bottom (Fig. 4C) summarizes these experi
ments, which do not di scard a slight modulation by M4-type 
receptors but clearly suggest that M 1-type receptor activation 
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FIG. 4. Muscarinic aclions un Ca2• currents are mainly medialed by the 
activation of M,-type reccpcors. A: in the presence of lhc specitic M4-type 
receptor antagonisl, the peplide MT-3 (20 nM), muscarine still reduced Ca2+ 

currents unblocked by nitrendipine. B: in the presence of the specific M 1-type 
receptor antagonist, the pcptide MT-7 (10 nM), muscarine could not block 
most Ca2 • currenls unblockcd by nilrendipine. C: histogram shows that 
muscarinic actions were significantly blocked only after MT-7 . 
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mediates most muscarinic actions on N- and P/Q-type Ca2 + 

CUlTCíllS. 

The above conclusion was further confirmed by the use of 
the sel ective M 1-type receptor agonist MT-1 (48 nM). Figure 5 
compares the action of the MT-1 peptide (48 nM) in the 
presence of L-type Ca2 + curren! blockage, first in the absence 
(1op) and then in the presence (middle) of the MT-3 peptide (20 
nM). Modulation was not significantly different: 20 ± 2% (n = 
8; Fig . 5A) and 25 ± 4% (n = 6; Fig. 58; P > 0.2, Mann
Whitney U test), indicating that M4-receptor block does not 
appreciably inftuence muscarinic effects . A histogram (Fig. 
5C) summarizes these results. In contrast, MT-7, the specific 
M 1-type receptor antagonist, reduced MT-1 action to 8 ± 0.2% 
(11 = 3; data not shown) . 

However, it could still be argued that the action of M4-type 
receptor activation is hard to see because, in sorne cells, it is 
concentrated only on one type of Ca2+ channel, and that only 
when both M4 -type receptors and a given Cai+ channel are 
both blocked. an importanl reduction in muscarine actions 
could be seen . Thus muscarine was tested with the following 
blockcrs administcred together: 1) the spccific M4-type recep
tor antagoni st MT-3 (20 nM) (M4-type receptors blocked), 2) 
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nitrendipine to block L-type channels (L-t1pe Ca2 + channels 
blocked), and 3) cither N- or P/Q-type Ca + channcl antago
nists (N- or P/Q-type Ca2+ channels blocked) . In these condi
tions, the experiments showed the sarne magnitude of musca-
rine effects. That is, blockage of M4-type receptors did not alter 
muscarinic actions on any one of the channels, N or P/Q, as 
illustrated in Fig. 6: 23 ± 4% block in 10 µM nitrendipine F6 

(Fig. 6A ; n = 19; P > 0.19); 14 ± 2% in nitrendipine plus 1 
µM w-CgTx (Fig. 68, 11 = 7; P > 0.4) ; and 13 ± 2% in 
nitrendipine plus 400 nM w-AgaTK (Fig. 6C; 11 = 11 ; P > 
0.8). No mean result was significantly different from the 
equivalenl value obtained with available M4 receptors (Mann
Whitney U test) . To summarize, ali data obtained with the use 
of specific muscarinic recegtor antagonists indicated that, be
sides modulating L-type Ca + channels, M 1-type receptors are 
also in charge of modulating N- and P/Q-type Cal+ channels. 
Given the variability of the responses, the action of M4-type 
receptor activation could not be completely ruled out, although 
it is expected to be slight, at best. 

lmpact of N-P/Q-channel modulation 011 neuronal firin g 

Although both N- and P/Q-type Ca2 + channels cooperate to 
produce the Cai+ infiux that activates the AHP in spiny 
neurons (Vilchis et al. 2000), it has been found that both 
channel types have to be inhibited at the same time to signif
icantly reduce the AHP (Perez-Garci et al. 2003) . Blockage of 
only one channel type, N or P/Q, has no impact on the AHP in 
most cases (Perez-Garci et al . 2003). Experiments described 
above show that muscarinic M 1-receptor activation modulates 
both channel types. However, this modulation only partially 
reduces current through each channel type: 27% of N and 23 % 
of P/Q (see above) . Therefore experiments were carried out to 
see whether this modulation was enough to exert an impact on 
the AHP, i.e., if a partial reduction of Ca2+ entry through each 
channel was capable of decreasing the AHP. Figure 7A and B, F7 

show that MT-7 impedes the action of muscarine on the AHP 
(n = 3/3). In contrast, muscarine reduced the AHP in the 
presence of MT-3 (n = 4/4; Fig. 7, C and D) (see Pineda et al. 
1995). The result then suggests that the AHP in spiny cells is 
controlled by M 1 but not M4 muscarinic receptors. 

During repetitive firing the AHP generates an important 
component of the interspike interval in spiny neurons. Accord
ingly, we next evaluated whether the action on the AHP had 
any impact on evoked discharge. Figure 8, A-D show that botl1 FS 

muscarine (1 µM) and MT-1 (48 nM) increased evoked di s
charge in spiny cells (Pineda et al. 1995). An increase in firing 
frequency of 44 ± 6% with respect to the ~ontrol (range = 
23-79%; n = 10; P < 0.005, Wilcoxon's !-test) was obtained 
with muscarine andan increase of26 ± 5% (range = 16-38%; 
n = 5; P < 0.05, Wilcoxon's t-test) was obtained with MT-1. 
Figure 8, E and Falso show that posttrain (cumulative) AHP 
was reduced at the same time. Thus muscarinic actions on the 
AHP have a clear impact on cell excitability (note that a 
depolarizing holding potential reduces the impact of inward 
rectification on evoked firing) . 

Jmpact on 'Y-aminobutyric (GABA) release 

A way to selectively stimulate the GABAergic terminals that 
medium spiny neurons have onto other spiny neurons has been 
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described (Guzman et al. 2003; Tecuapetla et al. 2004) (Fig. 
9A). These terminals use N- and P/Q-type Ca2 + channels to 
trigger GABA release and inhibit other spiny cells (Tecuapetla 
et al. 2004). Beeause the above results indicated that cholin
ergic acti vation of muscarinic M 1 receptors regulates these 
same Ca2 + channels, a presynaptie regulation of GABA re-
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lease by M 1 receptors can be hypothesized. The presence of 
this modulation would indicate that M 1 receptors are trans
ported from the soma to the synaptic terminals of spiny cell s. 
The paired-pulse protocol and the paired-pulse ratio (PPR) 
were used to find evidence of this presynaptic control (Barral 
et al. 1999; Guzman et al. 2003). Figure 9B (top) shows a pair 
of IPSCs evoked from the GP by antidromically exciting the 
passing axons from spiny cells (i .e., striofugal fibers) . Note the 
slight synaptic facilitation of the second response in control 
conditions. The addition of muscarine (1 µM) (Fig. 9B, mid
dle) to the bath saline reduced the IPSC amplitude from a mean 
of 58 ± 5.4 to 22 ± 4 pA (or 60% amplitude reduction in the 
tirst response; n = 6; P < 0.01, Wilcoxon's t-test) . IPSC 
reduction coursed with an increase in PPR or synaptic facili 
tation in all cells tested (Fig. 9C): from 1.05 ± 0.13 in the 
control to 1.42 ± 0.16 during muscarine (11 = 6; P < 0.05, 
Wilcoxon's t-test). A time course for this action is illustrated in 
Fig. 9D, which shows the appearance of failures after musca
rine. It was concluded that there is a cholinergic muscarinic 
modulation of the synaptic terminals that ínterconnect medium 
spiny projection neurons . 

Figure 1 O shows that MT-7 completely blocks this musca- Fto 

rinic effect on synaptic terrninals (n = 4; Fig. lOA), whereas 
MT-3 failed to block it (Fig. JOB) (n = 4). Muscarine still 
reduced the first IPSC by 52 ± 8% (n = 4) in the presence of 
MT-3. Consistently, MT-3 did not block the PPR change 
produced by muscarine (from 1.04 ± O.O! to 1.34 ± 0.06). It 
was concluded that, as expected by the types of Ca2+ channel 
present on these terminals (fecuapetla et al. 2004), M 1 mus
cariníc receptors control the cholinergic modulation that in turn 
controls GABA release from medium spiny synaptic terminals 
at this age. 

Are both N- and P/Q-type Ca2 + channels involved in thís 
presynaptic effect? If this were the case, a partial occlusion 
should be seen after any of their respective blockers. Accord
ingly, the addition of muscarine in the presence of saturating 
concentrations of w-CgTx (1 µM) <lid not completely block the 
muscarinic action on the IPSC (Fig. 1 IA) . However, w-CgTx Fil 

partially occluded this action to about half (n = 3/3); note the 
absence of failures (cf. Fig. 9D). The experiment then showed 
that modulation of N-type Ca2+ channels is important for 
controlling transmitter release in the GABAergic terminals of 
spiny neurons at this age. 

The specific P/Q-type channel blocker, w-AgaTK, blockcd 
virtually ali evoked GABAergic responses when used in 
saturating concentrations (Tecuapetla et al. 2004). However, 
for the purposes of the present work, it was only necessary 
to show that a partial block of P/Q channels ·was sufficient to 
produce a parcial occlusion of muscarinic actions to imply P/Q 
channels in the cholinergic actions. Thus the experiment shown 
in Fig. 108 used only subsaturating concentrations (50 nM) of 

FJG. 6. Muscarinic actions arising from M 1-typc receptor activalion targel 
bolh N- and P/Q-lype Cai+ channels. A: blockage of most M4-typc receplors 
was achieved with the M4-type receptor antagonist MT-3. In chis conditi on, 
muscarine ( 1 µM) retained its effects on the Cai+ currents unblocked by 
nitrcndipine. B: addition of w-CgTx (1 µM) partially prevcnts this effcct. C: 
addition of w-AgaTK (400 nM) partially prevcnL' thi s effect. Aclion of 
muscarine with both M 1 and M4-1ype rcceptors available is indistinguishable 
from that observed with isolatcd M 1-type rcccptors (cf. Fig. 2). D: hislogram 
summarizes lhese results and suggesls lhat M1-receplor activation target' bolh 
N- and P/Q-type Ca2 + channels . 

J Ne11ro{Jhy.riol •VOL 9J • MAY 2005 • www.jn .org 



1 tapraid4/z9k-neurop/z9k-neurop/z9k00505/z9k4543d05g 1 tillotsj 1 S=B I 2/9/05120:17 I MS: J00853-4 l 1ni: l 1nput-wsc 1 

8 PEREZ-ROSELLO ET AL. 

A B 
1 

muscarine ) + l 5mV MT-7 

MT-7 

-55 
mV 

120 mV 

+ mL1scarine 

50 ms 
50 ms 

e O _Jl~~l_1 n_A __ 

~10 . 7. Muscurinic actions on thc afterhyperpolarizing po
tenlial (AHP) are attributed to M1-type receptor activalion. A: 
muscarine ( 1 µ.M) cannot reduce the AHP when MT· 7 (30 nM) 
is prcscnt in thc bath sa!ine. B: AHP foJlows a single action 
potential evoked with a brief depolarizing cun-ent step (al the 
1op). C: muscarine (! µ.M) reduces the AHP when MT-3 (20 
nM) is prcsent in the bath salinc. D: same protocol as in B. 

muscarine 
+ 

120 mV 

-59 
rnV 

MT-3 

50 ms 

50 ms + muscarine 

w-AgaTK. In the presence of these concentrations of w-Ag
aTK, muscarine still reduced IPSCs by 48 ::+::: 2% (11 = 4; cf. 
60% without AgaTK; see above), thus yielding again a partial 
occlusion. Note again the absence of failures in spite of a clear 
effec t (cf. Fig. 9D). The increase in PPR was also partially 
occ luded from 0.95 ::+::: 0.13 to only 1.14 ::+::: 0.21. To summarize, 
M 1-receptor action on synaptic terminals of medium spiny 
cell s modulates both N- and P/Q-channel types to regulate 
GABA release. 

DJSCUSSJON 

The present results demonstrate that choliner~ic modulation 
of Cav2. l (P/Q-type) and Cay2.2 (N-type) Ca + channels in 
neostriatal neurons is preferentially mediated by the activation 
of muscarini c M 1-type receptors, suggesting that the signaling 
cascade that mediales this modulation is a slow diffusible 
pathway, probably linked to phospholipase e and protein 
kinase C (Caulficld and Birdsall 1998; Janes 1993; Pcrcz
Rosello et al. 2004). M 1-receptor actions on N- and P/Q-type 
Ca~ + channels importantly resulted in modulating the dis
charge frcquency of spiny neurons (neostriatal output) and the 
surrounding inhibitory control between spiny cells (neostriatal 
lateral inhibition). Therefore ACh both facilitates firing fre
quency and inhibits GABAergic interconnections. These 2 
ac tions combincd should lead to an incrcasc in thc rccruitmcnt 
of projection neurons (Wickens and Oorschot 2000). In addi-

tion, it has been reported that muscarinic actions presynapti
cally inhibit glutamatcrgic affcrents from thc cortex (Barral et 
al. 1999; Calabresi et al. 2000; Hernandez-Echeagaray et al. 
1998) and postsynaptically potentiate N-methyl-o-aspartate 
(NMDA)-dependent responses (Calabresi et al. 1998). Assum
ing that these actions may go on simultaneously, what then is 
the global action? Similar results in the conex, fed to a network 
model, led to the hypothesis that ACh selects sorne incoming 
affcrents, while simultancously ensuring that the recipicnt 
neurons respond vigorously to these afferents. This may im
prove the encoding of new memory traces (Hassclmo and 
McGaughy 2004) . 

In addition to the results obtained with specific peptide 
antagonists (see RESULTS) , our experiments wcre dedicatcd to 
see whether the modulation had a voltage-dependent compo
nent that yielded negative results (data not shown). Although 
M4 -type receptors do not necessarily use a voltage-dependent 
pathway (Shapiro et al. 1999), whcn taken togcthcr, thc avail
able evidence suggests that M4-type (M2-class) receptors are 
not the main regulators of Ca2+ currents in neostriatal projec
tion neurons (see Bernheim et al . 1992; Liu and Rittcnhouse 
2003; Shapiro et al. 1999). Thus the relatively high abundance 
of M4-type receptors (Potter et al. 2004) is still in need of an 
explanation (Bernard et al. 1992; Potter et al. 2004; Yan et al. 
2001). M2-class rcccptors are thc main regulators of Ca2+ 
channels and firing of cholinergic interneurons (Calabresi et al. 

J Neuro¡Jhy.riol • VOL 93 • MA Y 2005 • www.jn.org 



1 tapraid4/z9k-neurop/z9k-neurop/z9k00505/z9k4543d05g 1 tillotsj 1 S=8 1 2/9/05 1 20:17 1 MS: J00853·4 \ ini: l 1nput-wsc 1 

CA>+ CURRENT MODULATION IN NEOSTRIATAL NEURO NS 9 

A control e 

;~- . .. . . :: .. ::~ 
-59 
mV 

B muscarine D 
l10mv 

50 ms 

" ··-· ·· - ·· · ··'....-

~5nA 
E 

control 

control 

MT-1 

clG. 8. Muscarinic actions on the AHP affccl firing frcquency. A: discharge 
evoked with a current step in con trol conditions. B: same stimulus causes the 
cell to fire al a higher frequcncy when muscarine (1 µM) is present in the bath 
salinc. Note a reduction in 1he posttrain AHP (arrow). C and D: M 1 receptor 
se lective agonis1 MT-1 (48 nM) mimics the actions of muscarine. E and F: 
posllrai n AHPs are enlargcd and superimposcd, befare and during the addition 
of muscarin ic ag.oni sts. 

2000; Galarraga et al. 1999; Yan and Surmeier 1996), indicat
ing that different signaling systems are used for projection 
neurons an d interneurons. 

Ca2
+ c11rrent in spiny neurons and muscarinic receptors 

A muscarin ic reduction of Ca2 + action potentials had been 
described in neostriatal neurons (Misgeld et al. 1986). Al
though the present voltage-clamp experiments were done in 
dissociatcd cclls without dcndritcs, rccordings wcre obtaincd 
from 6-7 pF cells, which were the majority in the preparation, 
and were previously characterized as somata belonging to 
medium spiny neurons (Yan and Surmeier 1996). Moreover, 
percentages of Ca2+ current types, similar to those found here, 
have been shown to be expressed in both substance P and 
enkephalin-containing striatal neurons (Bargas et al. 1994). 
Finally, the impact of M 1 muscarinic actions was al so tested by 
recording neurons in slices, and many of these neurons were 
filled with biocytin and later seen as medium spiny. This made 
us reasonably sure that the results presentcd here can be 
attributed to medium spiny neostriatal projection neurons. 

Up to now, precise identification of the main cholinergic 
receptor involved in controlling Ca2

' entry in spiny neurons 

had been hampered by the lack of specific receptor agonists 
and antagonists (Caulfield and Birdsall 1998; Janes 1993). The 
presence of both M 1- and M4-type muscarinic receptors (Ber
nard et al . 1992; Yan and Surmeier 1996; Zhou et al . 2003) had 
obscured previous results because, for example, pirenzepine 
has a weak preference for M 1- over M4-type receptors and both 
pirenzepine and the MT-3 peptide compete for the M4-type 
receptor (Olianas et al. 1996; Purkerson and Potter 1998). This 
prompted sorne investigators to classify pirenzepine as a se
Iective M 114 antagonist (see Caulfield and Birdsall 1998), not 
adequate to be used on cells with both receptor types. 

Because of this uncertainty, we resorted to muscarinic li
gands that are considered as the most selective antagonists 
found to date: the MT- 3 and MT- 7 peptides. MT-7 has a 4 
orders-of-magnitude higher affinity for M 1- over M4-type re
ceptors. Conversely, MT-3 has a 100-fold higher affinity for 
M4 than for M 1 receptors (Caulfield and Birdsall 1998; Karls
son et al. 2000; Potter et al. 2004). It was assumed that the 
combined use of both peptides on medium spiny cells would 
tend to decrease error. Besides, these peptides have been seen 
to affect thc function , at the systems lcvel, of severa! brain 
circuits, including the neostriatum (Cuevas and Adams 1997; 
Karlsson et al. 2000; Marino et al. 1998; Potter et al. 2004; 
Pw·kerson and Potter 1998). 

It was under these conditions that a preferential muscarinic 
modulation of Cay2. l (P/Q-type) and Cav2.2 (N-type) Ca2 + 
channels by M 1-type receptors was observed. High levels of 
mRNA expression for M 1 muscarinic receptor havc been found 
in virtually ali medium spiny neurons tested, whereas the 
messenger for M4 muscarinic receptors is only weakly present 
in subsets of these neurons (Bernard et al. 1992; Yan el al. 
2001). In agreement with this, muscarinic inhibition of N
and/or P/Q-type Ca2+ currents was consistently seen, with the 
expected variability, in ali neurons tested for the present study. 
This adds up to other probable M 1-receptor actions on spiny 
cells (Calabresi et al. 1998; Galarraga et al. 1999; Howe and 
Surmeier 1995; Hsu et al. 1996; Pineda et al . 1995). 

lmpact of Ca2+ current modulation on the firing pattem 

Ca2 + entry through N and P/Q channels, in particular, makes 
up the Ca2 + source that activates Ca2 + -dependen! K+ currents 
in neostriatal spiny neurons (Vilchis et al. 2000) . These K+ 
currents are not activated by Ca2+ entry through L-type Ca2+ 
channels (Vilchis et al. 2000), which have a completely dif
ferent function (Perez-Garci et al. 2003; see also Catterall 
1998; Reuter 1996). In tw11, Ca2+ -dependent K+ currents 
generate the AHP (Bargas et al. 1999; Gala1Taga et al. 1989; 
Pineda et al. 1992) and are thus in position to regul ate the 
interspike interval and the firing frequency . However, N and 
P/Q channels need to cooperate to tune the firing frequency 
because the complete blockade of only one of them, N or P/Q, 
is not sufficient to significantly change the firing frequency . 
Both have to be inhibited simultancously to increase evoked 
discharge (Perez-Garci et al. 2003). However, the muscarini c 
modulation described in this work involves only a partial 
reduction of each current type (between 20 and 30% in each 
case). Then, one question is whether this partial modulation is 
sufficient to change the firing frequency. The present experi
ments show that partial muscarinic modulation of both channel 
types (N and P/Q), by M 1-typc receptors, was enough to 
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significantly reduce the AHP and to cause an increase in firing 
frequency. The participation of the M4-type receptor in these 
actions was negligible. Moreover, MT-1 concentrations that se
lectively activate M 1-type receptors m.imicked m.uscarine actions. 
The almost complete blockage of these actions by MT-7 (M 1 
antagonist) and the absence of effects of the MT-3 peptide (M4 
antagonist) indicated that the effects occurred, virtually exclu
sively, by the M 1 modulation of N- and P/Q-type Ca2+ channels. 

This may prove to be important for understanding striatal 
physiology because another important transmitter, dopamine, 
uses a similar signaling pathway by D2 receptors Lo modulate 
Ca2 + currents and to induce changes of firing frequency in 

A B 

t t MT-7 t t MT-3 

w--- -vv--
+ muscanne + muscarme 

vv- ~ _JsopA 

superimposed 50 ms superimposed 

-vy-- ~ 
FlG. 10. Muscarinic presynaptic actions are attributed to M 1-type receptors. 

A: specific M,·type receptor amagonist, MT-7 (30 nM), almost completely 
blockcd th e presynaptic action of muscarinc ( 1 µ.M) . B: in contras!, the spccific 
M4-type receptor antagonist did not significantly affect muscarine action. Note 
increase in PPR. 
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FIG. 9. Muscarinic presynaptic inhibition 
of inhibitory synapscs betwecn spiny neu
rons . A: experimental protocol : Stimulating 
electrodc was placed on the globus pallidus 
(GP) to antidromically actívate the passing 
axons of medium spiny cells while recording 
in onc spiny cell. CNQX (10 µ.M ) plus AP5 
(50 µ.M) together block ali glutamatergic 
fast synaptic transmission (Guzman et al. 
2003). B: a pair of stimuli (50-ms interstimu
lus imerval; 2 V/0.2 ms) elicited inhibitory 
postsynaplic currenL' in control conditions 
(control). Amplitude of thcse responses was 
reduced by muscarine (1 µ.M) (middle). Su
perimposition of both traces is at the hottom. 
C: paired-pulsc ratio (PPR) increased in ali 
cases tcstcd, suggcsting a prcsynaptic effect. 
D: time course of muscarine's action in an
othcr ccll. Numcrous failures always ap
peared after muscari ne. 

thcse neurons (Hemandcz-Lopez et al . 2000): both D2 and M 1 

receptors decrease Ca2 + ftow through L- and other Ca2+ -

channel types. Unexpectedly, however, the changes these 
transmitters produce are opposite: D2 receptor activation de
creases (Hernandez-Lopez et al. 2000), whereas M 1 receptor 
activation increases firing frequency (Galarraga et al. 1999), as 
seen in the present work. In the case of D2 receptors, the effect 
on L-type current is predominant because the result of reducing 
this current is a decrease in firing (Hemandez-Lopez et al. 
2000; Olson et al. 2001; Perez-Garci et al. 2003; see al so 
Catterall 1998). Consequently, this cannot be the main effect of 
muscarinic M 1 receptors because their activation increases 
firing . Thcrefore the main cffect of producing changcs in firing 
has to be the reduction of Ca2+ currents that activate the AHP 
and, possibly, sorne additional effects on other K+ currents. 
The present data then reveal an intriguing divergence of effects 
for reccptors that supposedly use the same signaling cascade 
(Rakhilin et al. 2004). 

M 1 modulation of synaptic transmission 

Finally, the present findings indicate that GABA relcase 
from axon collaterals of medium spiny neurons is also con
trolled by Mt-receptor activation. This is a departure from the 
commonly used membranc-delimited pathway uscd in many 
synaptic terminals (Curric and Fox 2002). It is also a counter
intuitive result because the Gq/11-PLC pathway may lead to 
IP3 formation and Ca2 + increase in the synaptic terminals with 
a consequent enhancement of synaptic transmission (Chameau 
et al. 2001; Yang et al. 2001) . However, presynaplic inhibition 
has been reported for transmitters that use the Gq/J 1-PLC 
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signaling pachway, including muscarinic agonists (e.g., Her
nandcz-Echcagaray et al. 1998; Kimura and Baughman 1997; 
Tan et al. 2003). 

Muscarinic inhibition of GABA release in the neostriatum 
has previously been reported in synaptosomal preparations 
(Raiteri et al. 1990) and in in vivo microdialysis studies 
(Smolders et al. 1997). In addition, field-evoked GABAergic 
potentials have been reponed to be inhibited by muscarinic 
agonists , an effect that was blocked by pirenzepine (Kimura 
and Baughman 1997; Momiyama and Koga 2001; Sugita et 
al. 1991 ). Nevertheless, the actions reported with the use of 
brain slice preparations have been conflicting: both musca
rinic inhibition and stimulation of GABA release have been 
described (Harsing and Zigmond 1998; Kayadjanian et al. 
1994; Kuriyama et al. 1984), probably arising from an 
unspecific augmentation of spiny ncurons excitability that 
surpasses the presynaptic inhibition of GABA release. Al
ternatively, indirect effects are possible because severa] 
interneurons also express muscarinic receptors (Bernard et 
al. 1992; Galarraga et al. 1999; Hersch and Levey 1995; Yan 
and Surmeier 1996). 

Thus to study rnuscarinic actions on GABAergic transmis
sion, thc prcscnt work madc use of isolated inhibitory synaptic 
cu1Tents (TPSCs) from the recurrent axon collaterals that inter
connect spiny neurons (see Guzman et al. 2003; Tecuapetla et 
al. 2004 ). In this defined set of afferents, muscarine produced 
a reduction of evoked TPSCs, accompanied by an increase in 
the paired-pulse ratio, suggesting presynaptic inhibition. These 
actions were virtually abolished by MT- 7 but not by MT-3. 

1 20 pA 
50ms 

FIG . 11. Ac1ivation of M 1-type receptors modulates 
both N- und P/Q-type Cul+ channels ut synuftic tcrmi
nals of spiny neurons. A: a partial block of Ca + entry to 
the synaptic terminal by w-CgTx ( 1 µM) (N-channel 
blockcr) partially occludcs thc 11ction of muscarinc on 
synaptic transmission (cf., Fig. 8D). B: a partial block of 
Cal+ entry to the synuptic terminal by w-AgaTK (50 nM) 
(P/Q-channcl blockcr) partially occludes thc action of 
muscarine on synaptic transmission. Note that partial 
occlusion was such thut, although a reduction in ampli 
tude is obvious, failures were rarc. An increasc in PPR 
was obvious in every case. 

Therefore the actions were mediated by M 1-type receptors. 
This outcome fits well with M1 actions on somatic Ca2 + 

currents (see above) because N- and P/Q-type Ca2+ channels 
control synaptic transmission in this and many other synapses 
(Momiyama and Koga 2001; Murakami et al. 2002; Reuter 
1996; Rhee et al. 1999; Tecuapetla et al. 2003; Wheeler et al. 
1994; Wu and Saggau 1994). However, because the channel 
types used at the synaptic terminals may change during devel
opment (Iwasaki et al. 2000; Momiyama 2002; Urbano et al. 
2002), we asked whether muscarinic actions specially targeted 
a defined type of Ca2+ channel at the terminals. Our data 
indicated that both N- and P/Q-type CaH channels were 
equally targeted at this stage. 

ln summary, most Ca2+ channel modulation in spiny neos
triatal neurons falls into the M 1-type receptor domain . The 
same is true for the inward rectification and input conductance 
(leak) of these cells (Figueroa et al. 2002; Galarraga et al. 
1999). It is concluded that M 1 receptors are a predominan! 
factor in regulation of the excitability of neostriatal projection 
neurons. These results are expected to explain, in part, the 
important cholinergic actions of basal ganglia physiology 
found or inferred from clinical and systems studies. 
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5.2 Resultados 11 

En la segunda parte del proyecto de Tesis Doctoral nos enfocamos a determinar la vía 

de señalización que está siendo activada cuando son ocupados los receptores 

muscarínicos M1 por sus agonistas, en las neuronas estriatales de proyección. Asimismo 

tratamos de encontrar evidencia de que esta misma vía es utilizada para la modulación de 

los canales de calcio de la famila Cav2. 

5.2.1 Participación de la vía de la fosfolipasa C en la inhibición muscarínica de los 

canales Cav2.1 y Cav2.2 

Debido a que los receptores muscarínicos de la familia M 1, a la cual pertenecen los 

receptores del tipo M, , se acopla preferentemente a la vía de la PLC, lo primero fue 

explorar si esta enzima estaba siendo activada al unirse los agonistas colinérgicos 

muscarínicos a sus receptores en las neuronas estriatales de proyección. 

Para probar esta hipótesis, provocamos el bloqueo de la actividad de la PLC para 

observar si la modulación era también bloqueada. Para lo cual utilizamos el inhibidor 

específico de la PLC, el U-73122 (10 µM), al mismo tiempo que aplicábamos muscarina (1 

µM) como agonista. Las células se incubaron durante 20 min con el inhibidor, y este 

también se colocó en la pipeta de registro . Simultáneamente bloqueamos los canales de 

calcio de tipo Cav1 (L) con nitrendipina (10 µM) y los receptores muscarínicos M4 con el 

antagonista específico MT- 3 (15 nM) para así quedarnos exclusivamente con los 

receptores de tipo M1 y los canales de calcio de la clase Cav2. En la figura 1 A se muestra 

primero, la aplicación de la nitrendipina, en presencia del bloqueo de los receptores M4. 
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Note que la ICa se redujo al bloquear a los canales de calcio de tipo Cav 1. Después, la 

aplicación del agonista muscarina redujo la corriente Ca2
+ en un 24 ± 2 % (n = 9; Fig. 1A). 

Sin embargo, en presencia del inhibidor de la PLC, el U-73122, la reducción de la corriente 

es parcialmente inhibida a un : 13 ± 2 % (n = 7; Fig. 1 B; P < 0.05, U de Mann- Whitney) . 

Este resultado se interpreta como que la inhibición de la PLC bloqueo parcialmente la 

acción muscarínica sobre los canales de calcio , lo que sugiere que una parte de los 
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efectos que se producen con la activación de los receptores muscarínicos M1 ocurren a 

través de la vía de la PLC. 

En el histograma de la figura 1 C se ilustra la comparación de los porcentajes medios 

de inhibición de la corriente de Ca2 por el agonista muscarina, en ausencia y en presencia 

de U-73122. 

5.2.2 Participación de la proteína cinasa C 

Si la PLC es la enzima que comienza la cadena de señalización más común utilizada 

por los receptores M1, la PKC es la enzima que la termina, así es que fuimos a probar si la 

activación de la enzima PKC era capaz de mimetizar el efecto muscarínico sobre las 

corrientes de calcio. En la figura 2A se muestran los efectos del activador de la PKC 

(isoformas PKCc y PKCn), por el éster de forbol miristate acetate (PMA), análogo no 

competitivo de DAG, sobre la corriente de Ca2
+. Note cómo la aplicación de PMA, en 

presencia de nitrendipina y MT-3 (para bloquear los canales L y los receptores M4 ) , 

mimetizó la inhibición producida por la muscarina: control = 24 ± 2 % de reducción (n = 6) 

y 32 ± 5 % de reducción con el efecto muscarínico, el PMA ocluyó las acciones 

muscarínicas, ya que el efecto del agonista muscarina se vió reducido después de la 

aplicación de PMA (Fig. 2A). 

Además de que la activación de la PKC mimetizó, el PMA ocluyó las acciones 

muscarínicas, ya que el efecto del agonista muscarina se vió reducido después de la 

aplicación de PMA (Fig. 2A). La gráfica de barras muestra un resumen donde se compara 

el porcentaje medio de inhibición de la corriente de Ca2
+ cuando se aplica el agonista 

muscarina o el PMA (n = 9; NS, U de Mann Whitney). 
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Figura 2. La activación de la PKC mimetiza la modulación muscarínica de los canales Cav2. A. El PMA (500 nM) , 

activador de la PKC, mimetiza la acción muscarínica sobre las corrientes Cav2 en presencia del bloqueo de los canales de 

calcio de tipo L y de los receptores M4. Note que después de que el PMA ha actuado, la posterior adición de muscarina cas 

no tiene efecto. B. El histograma resume estos resultados (NS, U de Mann Whitney). 

Aunque los esteres de forbol se usan ampliamente como agonistas para determinar si 

los efectos son mediados por la PKC, existen otros receptores para los esteres de forbol 

(Brose y Rosenmund, 2002). Por esta razón, probamos la especificidad de las acciones 

de la PKC usando dos inhibidores de esta enzima, la bisindolimaleimida (BIS), y el péptido 

PKC 19- 36. La BIS se une al sitio catalítico que une al ATP en todas las PKC (clásicas, 
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nuevas y atípicas), mientras que el PKC 19- 36 se une al sitio del pseudosubstrato, e 

inhibe así a todas las PKC excepto a la PKCµ. 

Para estudiar el efecto de la BIS (200 nM), las células se incubaron alrededor de 

media hora con el fármaco además de añadirlo a la superfusión. Por su parte, el péptido 

PKC 19-36 (50 µM) se colocó en la pipeta de registro (sol. intracelular). 

En presencia de estos inhibidores de la PKC (Fig. 3A, B), el efecto modulador de la 

muscarina se vió reducido significativamente: 12 ± 1 % (n = 5; P < 0.05, U de Mann 

Whitney) en presencia del péptido PKC 19- 36, y 13 ± 2 (n = 6; P < 0.05, U de 

Mann Whitney) en presencia de BIS. Lo que quiere decir que ambos inhibidores reducen 

la modulación en un porcentaje similar al producido por el bloqueo de la PLC. La 

comparación del porcentaje de los efectos inhíbitorios de la muscarina en ausencia y en 

presencia de los inhibidores se muestra en la figura 3C. 

5.2.3 ¿Hay suficiente evidencia para involucrar a la vía Gq111/ PLC/ 

DAG/PKC? 

Los resultados descritos sugieren que parte de la inhibición muscarínica está 

mediada por la activación de la PKC inducida por la activación de los receptores 

muscarínicos de tipo M1. Pero es claro que otra parte de la modulación muscarínica no 

ocurre a través de esta vía: PLC/DAG/PKC. 

Sin embargo, la PKC puede ser activada independientemente de la PLC, como por 

ejemplo, por ciertas cinasas, como la cinasa de fosfoinositidos 3 (Pl3K), o por la TK (ver 

Introducción). Por lo que demostrar que la PLC está involucrada no quiere decir que sea 

esta enzima la que necesariamente nos lleve siempre a la activación de la PKC. Por su 

parte, la activación de la PLC puede involucrar a otras proteínas como a la PP-2B y la 
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CaM. Por lo tanto, para explorar qué tanto la activación de la PKC puede ser 

independiente de la PLC, en una serie de experimentos inhibimos a ambas enzimas 
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Figura 3. La inhibición de la PKC reduce la 

modulación muscarínica de las corrientes 

Cav2 mediada por el receptor M1. 

A. La BIS (200 nM), inhibidor de la PKC, reduce la 

inhibición muscarínica de las corrientes Cav2. 

B. El péptido PKC 19- 36 (50 µM), otro ínhibidor 

de la PKC, también reduce la inhibición 

muscarínica de las corrientes Cav2. C. Resumen 
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al mismo tiempo: a la PLC y a la PKC, utilizando U73122 (1 O µM) y BIS (200 nM) 

simultáneamente. Las células fueron incubadas alrededor de media hora con ambos 

inhibidores, y además el U73122 también se colocó en la pipeta de registro. En la figura 

4A se muestra como la inhibición de la corriente de Ca2
+ mediada por la activación de los 

receptores muscarínicos M1 se reduce de manera similar con ambas enzimas inhibidas: 
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12 ± 1 % (n = 3) , en comparación al caso en que una sola de ellas es inhibida: 13 ± 1 % (n 

= 7). Como los efectos de ambos inhibidores no fueron aditivos, los resultados sugieren 

que la actividad de PKC inducida por PLC es prácticamente toda la actividad PKC 

utilizada en la modulación. 

Esto es, no hay lugar para la acción de PKC activada por otra via . Aunque estos 

experimentos no descartan que en ciertas circunstancias los canales Cav2 puedan ser 

modulados por actividad de PKC independiente de PLC, si sugieren que la PKC está 

siendo activada por el receptor muscarínico es a través de la via de la PLC. Un resumen 

de los porcentajes de inhibición de la corriente de Ca2
+ producidos por la activación de los 

receptores muscarínicos M1 se muestra en la figura 48. 

A 
o,_....._ 

-50 

-100 

i -150 

-::::: -200 

-250 

-300 

+U73122 
+ 8/S 

% 
20 

muscarina 16 

nitrendípina + MT-3 T 
+U73122 ~ 12 

+BIS 
8 

-40 -20 O 20 40 (mV) 

B 35 

30 

25 

20 
% 

15 

10 

5 

• 

• 
• 

• 
• 

Modulación de la ICa 
por la muscarina 

• 
• • 

• 

• 

45 

Figure 4. Las reducciones de la 

corriente causadas por los inhibidores 

de la PLC y la PKC no son aditivas. 

A. La inhibición de la corriente de Ca2• a 

través del receptor muscarínico M1 es 

reducida de manera similar en presencia 

conjunta de los inhibidores de la PLC y de 

la PKC, o por cada uno de los inhibidores 

por separado. 

B. Gráfica de barras que muestra como los 

diferentes bloqueadores de la vía 

PLC/PKC produce el mismo nivel de 

bloqueo de la modulación muscarínica ML 



5.2.4 Participación de una vía delimitada a membrana. 

Varias de las acciones de los NT sobre los canales Cav2 ocurren a través de una vía 

dependiente de voltaje y delimitada a membrana mediada por las proteínas Gpy. Por lo 

tanto también exploramos la participación de esta vía en las acciones muscarínicas. Un 

protocolo ampliamente utilizado en este tipo de experimentos es el de doble pulso (Fig. 

5A, parte superior). Se dan dos pulsos o comandos de voltaje seguidos en el tiempo, cada 

uno activa una cierta cantidad de corriente antes y después de la muscarina. Sin 

embargo, el segundo pulso es precedido por un comando fuertemente despolarizante que 

llega a voltajes positivos. Estos voltajes impiden la unión de las proteínas Gpy al canal de 

calcio, y por tanto la inhibición que ellas median. Cuando hay inhibición mediada por esta 

vía , la corriente inducida por el segundo pulso de prueba es mucho mayor que la inducida 

por el primer pulso, puesto que durante el segundo pulso está inhibida la modulación 

debido a la despolarización precedente. 

Como se muestra en la figura 5A el pulso despolarizante no revierte la inhibición 

muscarínica sobre la corriente de Ca2
+, lo que indica que los efectos muscarínicos no 

ocurren a través de una vía delimitada a membrana que sea dependiente de voltaje. En la 

figura 5B se muestra una comparación del porcentaje medio de facilitación de la corriente 

de Ca2
+ en control ( 18 ± 3 % ), y en presencia de muscarina ( 15 ± 3 % ). No hubo diferencia 

significativa en la facilitación de la corriente de Ca2
+ (n = 6; NS, U de Mann Whitney). 

Existe una inhibición tónica de las proteínas Gpy sobre los canales de calcio, ya que la 

despolarización a 80 mV revierte parte de la inhibición de la corriente de Ca2+; al co~parar 

la amplitud de la corriente inducida por el primer y el segundo pulsos de prueba. Pero el 

mismo porcentaje de facilitación se obtiene con o sin muscarina (Fig. 5 A, B), lo que 

quiere decir que aún en la presencia de muscarina las proteínas Gpy ejercen una 
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Figura 5. La mayor parte de las acciones muscarínicas sobre las corrientes de Ca2• no dependen de voltaje. A. La 

magnitud de la inhibición muscarinica de las corrientes de Ca2• no cambia después del prepulso despolarizante (+ 80 mV) 

que antecede al segundo pulso de prueba. B. El porcentaje medio de facilitación no cambia al aplicar muscarina. C. La 

aplicación de muscarina no cambia la constante media de activación antes y después del prepulso. 

inhibición tónica sobre los canales. Esta inhibición por prot~ínas G~y también se 

caracteriza por un enlentecimiento en la activación de los canales, el cual se revierte con 

los mismos pulsos despolarizantes. 

Nótese como antes del prepulso se observa una activación lenta, con una constante 

de activación {'ta) mayor, mientras que después del prepulso la activación es más rápida, 

y la "ta disminuye tanto en control como en presencia de muscarina (Fig 5A, B). 
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CAPÍTULO 6 

DISCUSIÓN 

En el presente trabajo de Tesis mostramos que la activación de los receptores 

muscarínicos expresados en las neuronas espinosas medianas del neoestriado reduce la 

corriente de calcio dependiente de voltaje en estas células. El receptor muscarínico M1 fue 

identificado como el principal mediador de los efectos muscarínicos sobre la entrada de 

calcio dependiente de voltaje, incluyendo a la modulación de los canales de calcio Cav2.1 

y Cav2.2, como blancos importantes de esta inhibición. Asi mismo se encontró que gran 

parte de la modulación muscarínica de los canales Cav2.2 es mediada por la vía clásica 

de la PLC. La modulación muscarínica de los canales Cav2, a través de la activación de 

los receptores M1, involucró la fosforilación a través de la PKC. 

Son varias las funciones celulares que dependen de los canales Cav2.1 y Cav2.2, entre 

las cuales se encuentran la regulación de la frecuencia de disparo y la inhibición lateral entre 

las neuronas de proyección. Como era de esperarse, estas funciones fueron también 

moduladas por la activación del receptor M1. Por lo tanto, el receptor M1 participa en el 

control de importantes funciones neuronales mediante la modulación de los canales de 

calcio activados por voltaje. Estos hallazgos no sólo aportan un avance en el entendimiento 

de la fisiología de los ganglios basales, sino que sugieren hipótesis para la comprensión de 

la fisiopatología del circuito, pues recordemos que como parte del cuadro de signos de la 

enfermedad de Parkinson está la hipercolinergia, a la que se le atribuye parte de la rigidez y 

el temblor en reposo, que hasta este momento se han intentado aliviar, sin mucho éxito, con 

antimuscarínicos poco selectivos. Así, esta tesis permite proponer una hipótesis clínica: que 

estos signos patológicos se verían mejor tratados si se usara un antagonista altamente 

selectivo para los receptores M1• 
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6.1 Inhibición de la corriente de calcio total en las neuronas espinosas 

medianas 

Ambos agonistas, la muscarina y el péptido MT- 1, producen una importante reducción 

de la corriente total de calcio activada por voltaje. La magnitud de la reducción coincide con 

la reportada en un trabajo previo (Howe y Surmeier 1995). 

Las concentraciones utilizadas para ambos agonistas, muy posiblemente saturantes 

(Howe y Surmeier 1995, Jerusalinsky y Harvey 1994 ), reducen la corriente en un porcentaje 

similar: 45 ± 3 % para la muscarina y 42 ± 6 % para el MT- 1. Nuestros resultados indican 

que la mayor parte de la reducción de la corriente de calcio con ambos agonistas ocurre a 

través de la activación de los receptores M1. La corriente de calcio Cav2 que se obtuvo con 

el péptido MT- 1 fue similar en ausencia y en presencia del antagonista muscarínico M4, el 

péptido MT- 3, lo que sugiere que la dosis de MT- 1 utilizada (48 nM) fue suficiente para 

obtener un efecto modulatorio cercano al máximo y predominantemente a través de los 

receptores M1 . La concentración de MT-1 utilizada es 2.5 veces mayor que la constante de 

afinidad obtenida en experimentos de desplazamiento de la pirenzepina en una preparación 

de sinaptosomas de cerebro: 19 nM (Jerusalinsky et al. 1992), pero justo por debajo de la 

concentración que comienza a afectar a los receptores M4, en los cuales parece ser que 

actúa como antagonista y no como agonista (Jerusalinsky y Harvey 1994; Kornisiuk et al. 

2001 ). Esto quiere decir que a las concentraciones utilizadas, el péptido MT-1 estaría 

actuando como agonista del receptor M1 y como antagonista del receptor M4, lo que se 

refuerza por el hecho de que el porcentaje de modulación fue el mismo en ausencia y en 

presencia del antagonista específico para el receptor M4, el péptido MT-3. 
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6.2 Participación del receptor M1 en la modulación de la corriente de calcio 

de la familia Cav1 (L) en las neuronas espinosas medianas. 

La aplicación de la nitrendipina, bloqueador de los canales Cav 1 (L), permitió confirmar 

que este canal es uno de los blancos de la inhibición muscarínica, y por otro lado, también 

reveló que la modulación muscarínica de los canales de calcio Cav2 es prácticamente la 

mitad de toda la modulación. Estos resultados sólo concuerdan en parte con los obtenidos 

en el único trabajo previo sobre este tema, el de Howe y Surmeier (1995) donde se señala al 

canal de calcio Cav1 (L) como el principal blanco de la modulación muscarínica. En esto 

coincidimos, pues el ajuste de nuestros datos a un sistema lineal de ecuaciones simultáneas 

(ver Vilchis et al. 2002) arroja casi un 70% de modulación muscarínica sobre el canal de tipo 

L. Recientemente se identificó al canal de tipo Cav1 .3, de bajo voltaje de activación (se 

activa alrededor del umbral de disparo: -50 a -40 mV), como un importante componente de 

la corriente de tipo L en estas células (Olson et al. 2005). Ahora bien, si esta modulación 

sobre el canal de tipo L fuera la más importante, como sugieren Howe y Surmeier (1995), 

esperaríamos que la muscarina disminuyera la frecuencia de disparo ante el mismo estímulo 

(Perez-Garci et al. 2003). Pero esto no fue así , como muestran los presentes resultados, la 

muscarina aumentó, no disminuyó, la frecuencia de disparo. Lo cual nos lleva a pensar que, 

aunque los canales de tipo L son el principal blanco de la señalización activada por el 

receptor M1, su reducción no es la principal modulación muscarínica de la corriente de 

calcio. Esto se debe en parte a que los canales de tipo L sólo representan alrededor del 20% 

de la corriente total. Mientras que juntos, los canales de tipo N y P/Q representan más del 

50% de la corriente de calcio activada por voltaje. 

La activación del receptor muscarínico M1 puede modular a la corriente de calcio Cav1 

(L) en neuronas centrales y periféricas (Bernheim et al. 1992; Shapiro et al. 1999; Stewart et 
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al. 1999); así como en sistemas de expresión donde se expresan juntos el receptor y el 

canal (Bannister et al. 2002, Kamatchi et al. 2001; Pemberton y Jones 1997). 

6.3 Modulación muscarínica de la corriente de calcio Cav2 en las neuronas 

espinosas medianas por la activación del receptor muscarínico M1. 

En contraste con los resultados de Howe y Surmeier (1995), nuestros resultados 

demuestran que la mayor modulación de la corriente de calcio activada por voltaje se da 

sobre los canales Cav2, pues aunque la modulación de los canales de tipo Cav1 sea de 70% 

el hecho de que estos canales sólo constituyan el 22% de la corriente total arroja un 

porcentaje de modulación de alrededor de un 15%. Mientras que aunque la modulación de 

los canales de tipo Cav2 es sólo de un 23 % para los P/Q (Cav2.1) y de un 27% para los N 

(Cav2.2), la suma da un 50% de modulación sobre dos corrientes que constituyen el 53% de 

la corriente total, esto es, alrededor de un 27% de modulación (la media experimental fue el 

29%) sobre la corriente de calcio. Nótese que juntas, la modulación de los canales Cav1 y 

Cav2 suman el más de 40% de modulación de la corriente de calcio que produce la 

muscarina, por lo que la modulación Cav2 es 1.4 veces más grande que la modulación 

Cav1; esto tiene importantes consecuencias funcionales como se verá a continuación . 

Las toxinas muscarínicas MT-3 y MT-7 (Karlsson et al. 2000; Potter et al. 2004), que 

usamos en nuestros experimentos, son antagonistas altamente específicos de los 

receptores muscarínicos M4 y M1, respectivamente . De hecho son los únicos antagonistas 

específicos reconocidos hasta la fecha (Caulfield y Birdsall 1998). La toxina MT-7 muestra 

hasta 10,000 veces más afinidad por el receptor M1 que por el resto de los receptores 

muscarínicos, mientras que la toxina MT-3 presenta 100 veces más afinidad por el receptor 

M4 que por el M1 (Caulfield y Birdsall 1998; Karlsson et al. 2000; Potter et al. 2004 ). 
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Debido a que en el neoestriado se colocalizan ambos receptores en muchas neuronas 

(Bernard et al. 1992; Hersh y Levey 1995; Yan et al. 2001 ), estas toxinas se han empleado 

en varios estudios funcionales en este núcleo, demostrándose su alta especificidad (Olianas 

et al. 1996; Olianas et al. 1998; Potter et al. 2004 ). Por ejemplo, el empleo de ambas 

toxinas, sirvió para mostrar la expresión preferencial del receptor M4 en las neuronas 

estriatonigrales de la vía directa (Potter et al. 2004). Asimismo, la habilidad de la toxina MT-7 

para bloquear de forma irreversible los receptores M1 en el neoestriado, por dos días, en 

vivo, permitió el desarrollo de un nuevo modelo para el estudio del papel de los receptores 

muscarínicos M1 y M4 en el control del movimiento (Potter et al. 2004 ). 

Nuestros experimentos demostraron que en presencia del péptido MT-7, antagonista 

específico de los receptores muscarínicos M1, gran parte de la modulación muscarínica fue 

bloqueada. Al revés, en presencia del péptido MT- 3, antagonista específico de los 

receptores muscarínicos M4, gran parte de la modulación muscarínica de la corriente de 

calcio se mantuvo. Esto no descarta que no esté presente ninguna modulación mediada por 

el receptor M4, pero sí apunta a que la modulación mediada por el receptor M1 es, con 

mucho, la más importante en lo que respecta al influjo de calcio activado por voltaje. Por 

último, el péptido MT-1, agonista selectivo de los receptores M1 a las concentraciones 

utilizadas, redujo la corriente en la misma medida en que lo hizo la muscarina, aun en 

presencia del antagonista específico de los receptores M4, el péptido MT-7. Estos resultados 

demuestran de manera concluyente la importancia del receptor muscarínico M1 en la 

modulación de la corriente de calcio de los tipos Cav2.1 y Cav2.2. Una última acotación 

obtenida de estos resultados es que se descarta la modulación muscarínica M1 de los 

canales de tipo R (Cav2.3). ¿Serán ellos el blanco modulatorio de los receptores M4? El 

receptor muscarínico M4 podría ser responsable de la modulación de corrientes entrantes 

persistentes, catiónicas o de sodio, en estas células (Figueroa et al. 2002 y resultados del 

laboratorio no publicados). 
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En el estriado se encuentran altos niveles de expresión del RNAm para el receptor M1, 

en prácticamente todas las células, mientras que el receptor M4 se expresa de manera 

preferencial en las neuronas que expresan substancia P y sus niveles de expresión son más 

bajos que los encontrados para el receptor M1 (Yan et al. 2001 ). Estos resultados han sido 

confirmados con los de detección de la proteína de los receptores utilizando técnicas de 

inmunocitoqu!mica; encontrándose que el receptor M1 está en un 80 % de las neuronas 

espinosas, mientras que el receptor M4 está sólo en alrededor de un 40 % de las mismas 

(Hersch y Levey 1995). 

Antes de este trabajo, las únicas neuronas nativas en las que se había reportado una 

modulación de las corrientes de calcio de la familia Cav2, mediada por el receptor 

muscarínico M,, eran las neuronas simpáticas de rata y ratón (Bernheim et al. 1992; Liu y 

Rittenhouse 2003; Shapiro et al. 1999). La posibilidad de que esta modulación existiese, 

había sin embargo sido sugerida por estudios en la línea celular HEK 293 (Melliti et al. 

2001 ). Asimismo, se ha sugerido la participación del receptor M1 en la modulación de las 

corrientes Cav2 en neuronas corticales, aunque no se ha probado esta hipótesis con 

estudios farmacológicos. 

6.4 Implicaciones funcionales de la modulación muscarínica M1 sobre los 

canales de la familia Cav2 en las neuronas estriatales de proyección. 

Las neuronas espinosas medianas o de proyección del neoestriado llevan la salida del 

neoestriado hacia el resto de los ganglios basales. Esta salida es el resultado de las 

computaciones que el neoestriado realiza sobre los comandos y planes motores generados 

en las cortezas motoras y premotoras. De esta salida entonces depende la ejecución 

correcta de las tareas motoras voluntarias. Además, el circuito formado por estas neuronas y 

sus interneuronas guarda la memoria de procedimientos, esto es, los programas motores 
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aprendidos tales como escribir, tocar un instrumento musical , manejar un auto, etc. 

(H ikosaka et al. 1999; Miyachi et al. 2002). Así, el funcionamiento de estas neuronas es 

crucial para el sistema motor en su conjunto. Estas neuronas expresan diferentes tipos de 

canal de calcio de la familia Cav2 (Sargas et al. 1994, Foehring et al. 2000; Mermelstein . 

1999). Estos canales regulan la excitabilidad de estas neuronas (Perez-Garci et al. 2003), y 

por lo tanto, la salida del neoestriado y la conducta motora. 

Tanto la co-agatoxinaTK (Teramoto et al.1997) como la co-conotoxina GVIA (Tsien et al. 

1995), son los bloqueadores específicos de los canales Cav2.1 y Cav2.2, respectivamente . 

Las concentraciones empleadas en nuestros experimentos fueron saturantes, garantizando 

el bloqueo total de estos canales cuando esto se requería (Sargas et al. 1994 ). 

El uso de antagonistas selectivos de los canales de calcio como del antagonista de los 

receptores muscarínicos M4, el péptido MT- 3, nos permitió identificar a los canales Cav2.1 y 

Cav2.2 como blancos de la modulación muscarínica M1. 

No sólo eso, pudimos cuantificar esta modulación (ver arriba) y llegar a la conclusión de 

que en las neuronas espinosas es más importante que la ejercida sobre los canales Cav1. 

¿Cuál es la importancia de esta modulación? Se ha demostrado que el bloqueo de los 

canales Cav2.1 y Cav2.2 aumenta la excitabilidad de las neuronas estriatales de proyección, 

efecto radicalmente contrario al efecto de bloquear los canales Cav1, que reduce la 

excitabilidad (Perez-Garci et al. 2003). Esto demuestra que los canales de calcio de las 

neuronas están especializados en participar en tareas específicas. Más aún, aunque ambas 

clases de canal, Cav2 y Cav1 producen corriente entrante, sus efectos sobre el disparo son 

opuestos. 

La razón de esto es que el calcio que entra por los canales Cav2.1 y Cav2.2 activa a los 

canales de potasio dependientes de calcio (IK (Ca 
2+)) (Vilchis et al. 2002). A su vez, los 

canales de potasio dependientes de calcio contribuyen a generar el postpotencial 

hiperpolarizante (PPH) que participa en la regulación del intervalo entre las espigas y por lo 
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tanto en la fijación de la frecuencia de disparo como respuesta a los estímulos en estas 

células (Pineda et al. 1992). Así, al bloquearse la entrada de calcio por los canales Cav2.1 y 

Cav2.2, deja de activarse la IK (ca z+l lo que reduce el PPH y el intervalo entre dos potenciales 

de acción, lo que aumenta la frecuencia de disparo. Este es el mecanismo mediante el cua l 

el bloqueo de una corriente entrante puede incrementar la excitabil idad. 

Curiosamente, sin embargo, el bloqueo de uno solo de estos canales, Cav2.1 o Cav2.2, 

no afecta al PPH ni produce un aumento de la frecuencia de disparo. Es necesario que 

ambos canales de calcio sean bloqueados al mismo tiempo para que ocurra un aumento 

significativo de la frecuencia de disparo en la mayoría de estas neuronas (Perez-Garci et al. 

2003). Así, como la activación del receptor M1 reduce la corriente que pasa por ambos 

canales, Cav2.1 y Cav2.2, la acetilcolina es capaz de reducir el PPH y aumentar la 

frecuencia de disparo para un mismo estímulo (Pineda et al. 1995; Perez-Rosello et al. 

2004). Este mecanismo se vió validado al ser bloqueados los efectos colinérgicos sobre el 

PPH y la frecuencia por el péptido MT-7. Estos hallazgos no descartan una acción 

muscarínica directa sobre los canales de potasio dependientes de calcio, pero el hecho de 

que se necesite bloquear ambos canales de calcio para que el PPH sufra un cambio sugiere 

que gran parte, sino es que todos los efectos muscarínicos sobre el PPH, son mediados a 

través de la reducción de la entrada de calcio por los canales Cav2.1 y Cav2.2. 

Otras neuronas en las que la activación de receptores muscarínicos, posiblemente M1, 

regula el PPH son: neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra compacta (Scroggs et 

al. 2001 ), neuronas de la corteza, el subículum y de la amígdala basolateral (Cox et al. 1994; 

Kawasaki et al. 1999; Womble y Moises 1993). En ninguno de estos se conoce con certeza 

qué receptores muscarínicos median estos efectos. En todos estos casos lo que si se 

sugiere es que la ACh actuá indirectamente para reducir el postpotencial , esto es, a través 

de la inhibición de los canales de calcio como en las NEMs. Como se discute en los 

resultados (ver artículo adjunto en los Resultados), basta una inhibición parcial de ambos 
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canales Cav2.1 y Cav2.2, para que se reduzca el PPH. Ahora bien, lo importante de esta 

cooperación en la activación del postpotencial, y por ende, en determinar la frecuencia de 

disparo de las NEMs refuerza la idea de que en las NEMs, al igual que en otras células 

(Marrion y Tavalin 1998, Xia et al. 1998), los canales de calcio se encuentran formando un 

complejo funcional con los canales de potasio dependientes de calcio. En este caso, ambos 

canales, Cav2.1 y Cav2.2, formarían parte de este complejo. 

Otra de las funciones celulares del calcio que entra por los canales Cav2.1 y Cav2.2 es 

la liberación de GABA de las terminales sinápticas de las NEMs (Tecuapetla et al. 2005). Si 

los canales Cav2.1 y Cav2.2 de las terminales sinápticas son los mismos que los de la 

membrana somatodendrítica, y los receptores muscarínicos M1 también se expresan en 

estas terminales; entonces, la activación de estos receptores debe de provocar la inhibición 

presináptica de la liberación de GASA al reducir la entrada de calcio por los canales Cav2.1 

y Cav2.2. Esto se comprobó en nuestro laboratorio, y forma parte de los resultados del 

artículo donde se presentan parte de los resultados de la presente tesis. 

La inhibición muscarínica de la liberación de GASA de las terminales de las NEMs 

había sido sugerida por estudios de liberación en sinaptosomas, en rebanadas estriatales, 

y en estudios de microdiálisis (Kuriyama et al. 1984; Smolders et al. 1997; Raiteri et al. 

1990). También los potenciales de campo gabaérgicos registrados en el estriado son 

inhibidos por la activación de los receptores muscarínicos presumiblemente M1 (Sugita et 

al. 1991 ). Una modulación de la liberación de GASA, mediada a través de receptores 

muscarínicos M1, también ha sido encontrada en corteza, amígdala, núcleo acumbens, y 

colículo superior (Hashimoto et al. 1994; Kimura and Saughman, 1997; Li et al. 2004; 

Sugita et al. 1991 ). 

¿Por qué la acetilcolina inhibe a ambos tipos de canal para reducir la liberación de 

GASA? Aquí, al contrario de lo que sucede con el PPH, bastaría bloquear uno de los dos 

para que la liberación se reduzca . Sin embargo, los canales Cav2 .1 y Cav2.2 pueden ser 
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facilitados en diferente magnitud por los trenes de potenciales de acción (Currie y Fox 

2002) debido a sus diferentes propiedades biofísicas. Esto influye en el tipo de plasticidad 

sináptica que las terminales pueden expresar (Poncer et al. 2000). Así, los canales Cav2.1 

presentan mayor facilitación dependiente de frecuencia que los Cav2.2, lo que eliminaría 

la inhibición presináptica de algunas terminales de manera diferencial. Además, estos 

canales de calcio presentan diferente localización alrededor de los sitios de liberación (Wu 

et al. 1999). Así, al inhibir a los dos tipos de canales de calcio a través de la activación de 

los receptores M1, la acetilcolina aseguraría una inhibición de la liberación de GABA 

(Hefft et al. 2002) 

Podemos concluir que la acetilcolina, a través de sus acciones sobre los canales 

Cav2.1 y Cav2.2, produce una facilitación de la frecuencia de disparo de las NEMs, y una 

reducción de la inhibición lateral entre estas neuronas. La activación del receptor M1 

también media importantes acciones facilitatorias en el rango subumbral (Hsu et al. 1996; 

Figueroa et al. 2002) y potencia las respuestas dependientes de NMDA (Calabresi et al. 

2000). De esta forma, la activación colinérgica de los receptores muscarínicos M1 

producirá un incremento en el reclutamiento de las NEMs. 

6.5 Vía de señalización del receptor M1 

Nuestros resultados indican, que una buena parte de la modulación de los canales de 

calcio de la fam ilia Cav2, por la activación de los receptores muscarínicos de tipo M1 en las 

neuronas estriatales de proyección, ocurre a través de la vía clásica de la PLC asociada a 

estos receptores. También aportamos evidencia de que unos de los elementos que está 

participando es la PKC. Esta conclusión se debe a que los inhibidores de la PLC y la PKC 

que empleamos son bastantes específicos a las concentraciones utilizadas y ambos 

prácticamente bloquearon el efecto muscarínico. Sin embargo, a pesar de que se usaron 
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dosis saturantes para inactivar a la PLC y/o la PKC, una fracción de la modulación 

muscarínica persisitió sugiriendo que una parte de las acciones muscarínicas ocurren a 

través de otra vía de señalización. 

En muchas células, los receptores de la clase M1 se acoplan a la vía de la PLC/IP3-

DAG/PKC (Caulfield y Birsall 1998). Sin embargo, la única vía que ha sido propuesta en las 

neuronas estriatales de proyección para explicar las acciones del receptor M1 es la la vía de 

la PLC pero asociada a la activación de calcineurina vía la activación de la calcio

calmodulina (Rakhilin et al. 2004). Además, sólo existe un reporte previo en neuronas 

simpáticas donde se describe que la vía utilizada por el receptor M1 para modular a los 

canales de calcio Cav2 involucra a la PLC (Gamper et al. 2004 ). En estas neuronas se 

encontró que la hidrólisis del PIP2 provocada por la activación de la PLC inhibe la amplitud 

de la corriente de calcio a través del canal Cav2.2 (N). Lo que sugiere que la actividad del 

canal de calcio está regulada por los niveles de fosfoinositidos y no el DAG ni por la PKC 

misma (Gamper et al. 2004). Así, en lo que respecta a los canales de calcio Cav2, no existe 

ningún reporte previo donde esta cinasa esté involucrada en los efectos moduladores 

desecadenados por la activación del receptor M1. En este punto debemos tener en cuenta 

que en muchas de las células en las cuales el receptor pudiera estar implicado en la 

modulación de las corrientes de calcio (Scroggs et al. 2001; Stewart et al.1999; Zhu y Yakel 

1997), no se ha determinado aun si la PLC o la PKC están siendo activadas. Por lo que 

realmente pudiera ser mayor el número de células en donde este mecanismo tiene lugar. 

La modulación remanente después de bloquear a la PKC y la PLC, sugiere que aparte 

de la PLC está siendo encendida otra vía al activarse el receptor M1 . ¿Cuál podría ser? una 

posible candidata es la vía de la PLA2, que en neuronas simpáticas inhibe al canal Cav2.2 a 

través de la producción de AA (Liu y Rittenhouse 2003). Otra vía que pudiera estar implicada 

es la de la PLD. Esta puede ser activada por los receptores muscarínicos de la clase M1 

independientemente de la activación de la PLC y la PKC (Mitchell et al. 2003; Rumenapp et 
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al. 2001 ). Aunque sólo existe un reporte que sugiere que la PLD está participando en la 

inhibición de un canal de calcio (Unno et al. 1998). Los canales de calcio también pueden 

ser inhibidos mediante la fosforilación directa por tirosinas cinasas (Weiss y Burgoyne 2001 ), 

por lo que esta pudiera ser otra de las vías responsable de la modulación muscarínica 

independiente de la PLC. Las tirosinas cinasas pueden ser activadas directamente por las 

proteínas Gq (Bence et al. 1997) e independientemente de la PKC (Lanzafame et al. 2003) 

Una hipótesis que no pudo ser comprobada, pero tampoco totalmente descartada en el 

presente trabajo es que cada canal de calcio, Cav2.1 y Cav2.2, pudiera estar siendo 

modulado mediante una vía de señalización intracelular diferente aunque ambas arranquen 

con la activacíon del receptor M, . Esto explicaría porqué sólo una parte de la inhibición fue 

bloqueada por los inhibidores de la PLC y de la PKC. Esto no es un planteamiento nuevo ya 

que se ha visto en muchas células que incluso un mismo canal puede ser modulado por 

mecanismos diferentes de manera simultánea (Diverse-Pierluissi et al. 1995; Hille 1994 ). 

6.6 Conclusiones 

El presente trabajo de Tesis nos permite llegar a las siguientes conclusiones: 

1) El receptor muscarínico M, es el principal responsable de la modulación 

muscarínica de las corrientes de calcio en las neuronas espinosas medianas de 

proyección. En consecuencia, las funciones celulares que dependen de estos canales 

(el disparo y la liberación del NT) también son reguladas por la activación de este 

receptor. 

2) A excepción de los canales de calcio Cav2.3 (R), todos los demás canales de 

calcio expresados en estas células (Cav1, Cav2.1, y Cav2.2) son blanco de las 

acciones colinérgicas al activarse el receptor M1. 

3) Aunque el canal de calcio tipo L (Cav1) es el principal blanco de las acciones 
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muscarínicas mediadas por la activación del receptor M1, la modulación conjunta 

de ambos canales, Cav2.1 (P/Q) y Cav2.2 (N), conlleva a que la regulación de las 

funciones que dependen de estos canales adquiera una mayor relevancia funcional. 

Esto provoca un incremento en la excitabilidad neuronal como consecuencia de la 

reducción del PPH, el cual depende de la activación de ambos canales. 

4) La activación del receptor muscarínico M1 disminuye la inhibición lateral entre las 

neuronas espinosas medianas de proyección, al reducir presinápticamente la 

liberación de GABA de las colatelares axónicas. El mecanismo celular que usa la 

acetilcolina para lograr esto es, al igual que en soma, la reducción de la entrada de 

Ca2
+ a través de ambos canales, Cav2.1 (P/Q) y Cav2.2 (N). 

5) Los receptores muscarínicos M, en las neuronas espinosas medianas se 

acoplan a la vía clásica Gq/PLC/DAG/PKC para producir parte de las acciones 

modulatorias sobre los canales Cav2. 

6.7 Sumario 

Mediante la modulación de los canales de calcio Cav2.1 y Cav2.2 , a través de 

la activación del receptor muscarínico M,, la acetilcolina regula la frecuencia de 

disparo de las neuronas espinosas medianas, así como de la inhibición lateral 

entre las mismas. Ambas funciones determinan la excitabilidad de las neuronas 

espinosas medianas, y por ende, la salida hacia sus núcleos blancos. Así, en 

condiciones fisiológicas donde exista un mayor tono colinérgico, las accione~ 

colinérgicas a través de los receptores M1 podrían ser determinantes en el 

procesamiento de la información que sale del neoestriado hacia los núcleos de 

salida de los ganglios basales. 
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6.8 Perspectivas 

Aunque con este trabajo avanzamos en el conocimiento de las acciones muscarínicas 

en el neoestriado varios son los aspectos de crucial interés que quedan por estudiar con 

respecto a las acciones mediadas por la acetilcolina en este núcleo. En cuanto a los 

receptores muscarínicos se necesita profundizar en el estudio de las acciones del 

receptor M4 sobre la conductancia catiónica presente en estas células. Otro de los puntos 

que no terminaron de estudiarse es la vía de señalización responsable de la otra parte de 

los efectos muscarínicos M1 sobre los canales de calcio Cav2. Teniendo en cuenta que la 

neurona espinosa mediana es uno de los substratos donde ocurre la interacción de los 

neuromoduladores ACh y DA sería de gran interes estudiar cómo se está dando esta 

interacción. ¿Cuales serían las acciones neuromoduladoras de la Ach sobre el "up- state" 

y "down-state" al activar a los receptores muscarínicos?. Otra pregunta interesante sería 

estudiar que hace la muscarina sobre la red neuronal estriatal. ¿Si recluta la acetilcolina 

un mayor número de neuronas?. Por último, de gran importancia sería evaluar los efectos 

de un antimuscarínico M1 en modelos de la enfermedad de Parkinson para ver si puede 

ser utilizado en el tratamiento de este desórden motor. 
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