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RESUMEN 
 

Los modelos  sobre la función de los ganglios basales (GB) postulan 

un balance dinámico entre dos clases de neuronas estriatales de proyección 

(NEPs): las neuronas de la vía directa (dNEPs) que facilitan los movimientos 

y las neuronas de la vía indirecta (iNEPs) que inhiben la ejecución de 

movimiento. Existen dos neurotransmisores moduladores principales que 

regulan la eferencias de estas neuronas: dopamina (DA) y acetilcolina (ACh). 

Las dNEPS expresan receptores dopaminérgicos tipo D1 y muscarínicos tipo 

M1 y M4; mientras que las iNEPs expresan receptores tipo D2 y M1. Las 

acciones de los receptores M1, D1 y D2 ya han sido previamente reportadas 

de manera extensa, sin embargo,  esto no ocurre con los receptores M4, es 

por ello que el presente trabajo está dedicado al estudio de los receptores 

M4  y para ello se utilizaron registros en modalidad de célula entera en 

neuronas disociadas agudamente, el uso de herramientas farmacológicas 

específicas tales como toxinas del veneno de mamba (toxinas muscarínicas) 

y ratones transgénicos BAC D1 o D2-eGFP para la identificación de neuronas 

de las vías directa e indirecta. Este estudio muestra que la activación de los 

receptores M4  en presencia de muscarina  aumentan la corriente de Ca2+ a 

través de los canales CaV1.2,3-LC,D- en dNEPs, sin embargo, esto no ocurre 

en iNEPs. Este efecto incrementa la excitabilidad de las dNEPs ya sea al 

inyectar corriente directa  o bien con estimulación sináptica. El aumento en la 

corriente de Ca2+ y de la excitabilidad son bloqueados específicamente por 

la toxina muscarínica -3 (MT-3), sugiriendo que los receptores M4 son 

responsables de estos efectos. La activación de los receptores M4 también  

incrementó la actividad de red de las dNEPs, pero no de las iNEPs, tal como 
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se observó con imagenología de calcio. Adicionalmente, se observó que 

existe interacción entre los receptores M4 y D1 expresados en dNEPs y 

cuyos efectos pueden producir una mayor potenciación de la excitabilidad o 

paradójicamente oponerse uno al otro dependiendo el orden de su 

activación. En conjunto, estos resultados sugieren que la activación de los 

receptores M4  incrementa la excitabilidad de la vía directa de manera 

selectiva, y por ello se plantea que los receptores M4 ayudarían a recuperar 

la actividad en condiciones patológicas como la Enfermedad de Parkinson 

donde la ausencia de DA crea un desblance donde la actividad de la vía 

directa está reducida  y exacerbada en la vía indirecta. Por lo tanto, se 

propone que el uso de drogas colinérgicas específicas podrían mejorar los 

síntomas de la enfermedad. 
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SUMMARY 
 

Models of basal ganglia (BG) function postulate a dynamic balance 

between two classes of striatal projection neurons (SPNs): direct pathway 

neurons (dSPNs) that facilitate movements, and indirect pathway neurons 

(iSPNs) that repress movement execution. Two main modulatory transmitters 

regulate the output of these neurons: dopamine (DA) and acetylcholine 

(ACh). dSPNs express D1-type DA, M1-and M4-type ACh receptors, while 

iSPNs express D2-type DA and M1-type ACh receptors. Actions of M1-, D1-, 

and D2-receptors have been extensively reported, but we still ignore most 

actions of muscarinic M4-type receptors. Therefore this thesis was dedicated 

to study the M4-type receptors. Here we used whole-cell recordings in acutely 

dissociated neurons, specific pharmacological tools such as mamba-toxins, 

and BAC D1 or D2-eGFP transgenic mice to identify direct or indirect pathway 

neurons. Here we showed that activation of M4-type receptors with bath 

applied muscarine enhanced Ca2+-currents through CaV1.2,3-LC,D -channels 

in dSPNs but not in iSPNs. This action increased the excitability of dSPNs 

after both direct current injection and synaptically driven stimulation. The 

enhancement in Ca2+-current and excitability were blocked specifically by 

mamba toxin-3 (MT-3), suggesting mediation via M4-type receptors. M4-

receptor activation also increased network activity of dSPNs but not of iSPNs 

as seen with calcium-imaging techniques. Moreover, an interaction between 

D1-type and M4-type receptors in dSPNs was observed and their effects may 

add to produce a larger enhancement of excitability of dSPNs or, 

paradoxically, oppose each other depending on the order of their activation.  

Together these results suggest that the activation of M4-type receptor 
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increases excitability of the direct pathway selectively, and therefore it is 

proposed they may help to recover activity in pathological conditions such as 

Parkinson's Disease where the absence of dopamine creates an imbalance 

where the activity of the direct pathway is reduced and is augmented in the 

indirect pathway. Therefore, it is proposed that the use of specific cholinergic 

drugs may improve symptoms of the disease. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 
La ejecución de movimientos es de vital importancia para los 

animales, ya que permite la interacción con el medio exterior así como la 

adaptación al mismo. El cumplimiento de necesidades esenciales necesita 

de circuitos innatos como la locomoción, el ajuste de la postura, la 

respiración, los movimientos oculares, la alimentación, la masticación, la 

deglución y comportamientos motores reproductivos, entre otros (Grillner et 

al., 2005). Los movimientos dados por los circuitos innatos, llamados 

“Centros Generadores de Pautas” (“Central Pattern Generators”) son en gran 

medida controlados por los ganglios basales y son sujetos a cambios por la 

plasticidad sináptica.  

Pero en los ganglios basales también se adquieren circuitos nuevos 

por medio de la plasticidad sináptica. Se piensa que estos núcleos contienen 

la memoria de procedimientos, que cuando se convierten en automáticos 

con la práctica se convierten en hábitos y habilidades (Graybiel, 2008). Aun 

más, ciertos movimientos nunca se vuelven estereotipados y nos sirven para 

alcanzar metas (“goal oriented”) después de la toma de decisiones.  

Gran parte de estos movimientos son controlados por el cerebro a 

través de diferentes estructuras como las cortezas motora, pre-motora, 

motora suplementaria, el cerebelo y por supuesto los ganglios basales 

(Wichmann y DeLong, 2013). Las llamadas asas corticobasales son 

esenciales para llevarlos a cabo (DeLong y Wichmann, 2007). 

En neurociencias cognitivas a los movimientos de los primeros dos 

tipos se les llama “model free” o “libres de modelo”: el individuo no tiene que 

realizar un esfuerzo mental para realizarlos pues son en gran medida 
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estereotipados o automáticos. A los movimientos del segundo tipo se les 

llama “model based” o “basados en modelo”, pues el individuo tiene que 

hacer acopio de su representación interna del contexto y el problema, hacer 

un esfuerzo mental y tomar una decisión antes de ejecutarlos; “voluntarios”. 

En todos estos tipos de movimiento intervienen los ganglios basales y es 

objeto de discusión si estos poseen circuitos paralelos para cada tipo (Dolan 

y Dayan, 2013). 

 

1.1 Ganglios basales 

Los ganglios basales (GB) son estructuras subcorticales parte del 

prosencéfalo  que consisten en núcleos motores evolutivamente 

conservados formando circuitos recurrentes críticos para la motivación, la 

selección de acciones motoras, cognitivas y de memoria (Gerfen y Surmeier, 

2011, Kreitzer, 2009, Redgrave et al., 1999; Wichmann y DeLong, 2003). 

Estos incluyen las siguientes estructuras: el neoestriado (formado por los 

núcleos caudado y putamen), que es el principal núcleo de entrada y 

proyecta hacia los núcleos de salida, y el núcleo subtalámico (NST) que es 

el otro núcleo de entrada. Los núcleos de salidas con el globo pálido interno 

(GPi) o núcleo entopeduncular en el roedor y la sustancia nigra reticulata 

(SNr) que proyectan al tálamo y de ahí a la corteza, o bien, al tallo cerebral. 

Hay un núcleo intermedio: el globo pálido (globo pálido externo en el 

primate, GPe), que forma un circuito recurrente con el núcleo subtalámico 

(NST) (Bolam et al., 2000, Wichmann y DeLong, 2003; Gerfen y Surmeier, 

2011) y posee múltiples aferentes y proyecciones.  

Los GB participan en la regulación de la función motora. Los 

movimientos voluntarios son iniciados en el circuito motor a nivel cortical, el 
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cual envía salidas hacia médula espinal, núcleos del mesencéfalo y varios 

núcleos subcorticales como el tálamo, el NST y el neoestriado (Wichmann y 

DeLong, 2003; ver la figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

El neoestriado recibe aferencias glutamatérgicas de toda la corteza 

cerebral (Bolam et al., 2000). Estas son integradas y procesadas en esta 

Figura 1. Circuitos cortico-estriatales.  Los ganglios basales (GB: en azul) tienen dos núcleos de entrada para 
las aferentes de la corteza y tálamo: el neoestriado y el núcleo subtalámico (NST). Los núcleos de salida de los 
GB son el globo pálido interno (GPi) y la sustancia nigra reticulata (SNr). El procesamiento ocurre en dos vías 
paralelas: la vía directa (línea verde) que va del neoestriado directamente a los núcleos de salida, GPi/SNr,  y es 
de tipo GABAérgica: inhibe a los núcleos de salida que producen inhibición tónica y por lo tanto, al inhibirse, se 
desinhibe a los circuitos tálamo-corticales y del tallo cerebral (colículo superior CS, núcleo pedúnculo pontino 
NPP, región locomotora mesencefálica RLM) facilitando el movimiento. La otra vía es la vía indirecta (línea roja) 
que va del neoestriado hacia el globo pálido externo (GPe), forma un circuito recurrente con el NST que 
finalmente activa a los núcleos de salida (el neoestriado inhibe al GPe y éste al NST de naturaleza glutamatérgica 
que a su vez excita a los núcleos de salida GPi/SNr). Por lo tanto, cuando el GPe inhibe al NST se produce la 
desinhibición de los núcleos de salida. Por ende, aumenta la inhibición sobre sus blancos tálamo-corticales y 
como resultado hay represión del movimiento (Albin et al., 1989; DeLong, 1990; Kravitz et al., 2010; Aceves et al., 
2011). La sustancia nigra compacta (SNc) provee inervación dopaminérgica a los GB, en particular al NSt (Shultz, 
2007). Flechas = excitación. Círculos = inhibición. 
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estructura (Vizcarra-Chacón et al., 2013) y eventualmente retransmitidas a 

los núcleos de salida (GPi y SNr) a través de dos vías paralelas: la vía 

directa y la vía indirecta. Estas vías actúan en forma opuesta y en paralelo 

para controlar el movimiento. Por un lado, la vía directa promueve las 

acciones intencionadas, mientras que la vía indirecta suprime los 

movimientos innecesarios (Albin et al., 1989; DeLong, 1990; Gerfen, 1990; 

Obeso et al., 2004). 

El GPi y la SNr liberan el neurotransmisor ácido - aminobutírico 

(GABA)  y disparan potenciales de acción (PAs) de manera tónica, por lo 

tanto, producen una inhibición constante  sobre sus blancos: tálamo, colículo 

superior (CS) y tallo cerebral, específicamente el núcleo pedúnculo pontino 

(NPP) y la región locomotora mesencefálica (RLM) (Albin et al., 1989, Smith 

et al., 1998; Takakusaki et al., 2003; 2004) (Fig.1). Al activarse la vía directa, 

las neuronas de proyección GABAérgicas del neoestriado inhiben 

directamente a los núcleos de salida, lo que conduce a una desinhibición de 

los núcleos ventrales anteriores y laterales del tálamo resultando en la 

facilitación de los circuitos tálamo-corticales encargados de los movimientos. 

También se desinhiben los otros núcleos que reciben información del GPi y 

SNr; el resultado final es la facilitación de la ejecución de los movimientos. 

En la vía indirecta, la información pasa a través del GPe y NST antes de 

llegar a los núcleos de salida. El GPe inhibe tónicamente a las neuronas 

glutamatérgicas del NST. Es decir, cuando se activa la vía indirecta, las 

neuronas de proyección del neoestriado inhiben a las neuronas del GPe, 

provocando la desinhibición del NST lo que activa a los  núcleos de salida de 

los GB y refuerza la inhibición que ejercen sobre sus blancos. El resultado 
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final es la inhibición del circuito tálamo-cortical, del CS, del tallo cerebral y 

por lo tanto, de los movimientos (Albin et al., 1989; Smith et al., 1998; Gertler 

et al., 2008). 

 

1.1.2 Neoestriado 

El cuerpo estriado de los roedores se puede dividir en dorsal y ventral 

de acuerdo a su conectividad y función. El cuerpo estriado dorsal (dStr) 

consiste en el caudo-putamen, y el estriado ventral incluye la conjunción 

ventral de los núcleos caudado y putamen, al núcleo accumbens, y 

porciones del tubérculo olfatorio (Havekes et al., 2011). 

El dStr se encuentra conformado hasta en un 95% por neuronas de 

proyección que  se caracterizan por tener un diámetro somático de 10 a 20 

μm (Wilson y Groves, 1980), sus dendritas poseen gran cantidad de 

espinas y su axón principal deja abundantes colaterales axónicas dentro 

del dStr previo a su salida hacia otros núcleos de los GB  (Kawaguchi et al., 

1990, ver figura 2). 

 
Figura 2. Neurona estriatal de proyección (NEP).  A) Tinción con biocitina que muestra el soma y las 
dendritas (arriba). Se muestra además un acercamiento para apreciar las espinas (abajo). Modificada de  
Flores-Barrera et al., 2009. B) Durante un registro de fijación de corriente realizado en una NEP se observa la 
transición entre el estado de hiperpolarizado (down state, - 80 mV) y el estado activado (up-state, - 55 mV). La 
transición al estado activado depende de una entrada convergente excitadora (glutamatérgica). Modificada de 
Vautrelle et al., 2009. 
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Dadas sus características anatómicas, las NEPs también son 

conocidas como neuronas espinosas medianas (“medium spiny neurons” o 

MSN; Wilson, 2004). Sin embargo, muchas neuronas en el cerebro poseen 

dendritas espinosas, así que para fines prácticos, en el presente estudio las 

denominaremos neuronas estriatales de proyección (NEPs). Estas neuronas 

son GABAérgicas  y en condiciones de reposo, su potencial de membrana se 

encuentra alrededor de los -85 mV, lo que se conoce como estado de reposo o 

inactivo (“down-state”). Sin embargo, en respuesta a una activación 

glutamatérgica convergente las NEPs se despolarizan y mantienen en un 

segundo potencial de membrana alrededor de los -55 mV, cercano al umbral de 

disparo (aproximadamente -45 mV): el estado activo (“up-state”,  figura 2; 

Wilson, 1993; Vergara et al., 2003; Vautrelle et al., 2009) . 

 Las NEPs se dividen clásicamente en dos grandes poblaciones: las 

neuronas que expresan el receptor a dopamina (DA) de tipo 1 (D1R), que junto 

con el GABA co-expresan y co-liberan sustancia P y dinorfina, y que proyectan 

sus axones de forma monosináptica  hacia los núcleos de salida: el GPi y la 

SNr. Por lo que es a esta proyección que se le denomina vía directa  (dNEPs).  

Las neuronas que expresan el receptor a DA de tipo 2 (D2R), junto con el 

GABA co-expresan y co-liberan encefalinas, y envían sus axones al núcleo 

intermedio de los GB: el globo pálido externo (GPe), es decir, no proyectan 

directamente a los núcleos de salida, y por lo tanto se les denomina neuronas 

de la vía indirecta (iNEPs; Gerfen y Surmeier,  2011, Gerfen et al., 1990; 

Gerfen y Young, 1988, Kreitzer, 2009). 

De manera simplificada el modelo tradicional del funcionamiento de los 

GB se fundamenta en cómo la información que llega al neoestriado es 
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procesada a través de las vías directa e indirecta, dos vías paralelas con 

funciones antagónicas (Albin et al., 1989, DeLong, 1990; Obeso et al., 2004, 

Kravitz et al. 2010, Gerfen y Surmeier, 2011. Figuras 1 y 3).   

 

 

 

  

 

Por mucho tiempo, las NEPs de ambas vías fueron consideradas tanto 

morfológica como electrofisiológicamente similares, y sólo podían ser 

diferenciadas con base en su caracterización neuroquímica. Sin embargo, 

actualmente existen  líneas de ratones transgénicos que permiten su 

identificación. Estos ratones tienen cromosomas artificiales bacterianos 

(bacterial artificial chromosome, BAC) que dirigen la expresión de una cierta 

proteína reportera (eGFP, tomato, etc.) bajo el control de los receptores D1 o 

Figura 3. Vías directa e indirecta de los ganglios basales. Imágenes de rebanadas sagitales de 
cerebro de ratón transgénico Drd1‐EGFP (arriba) y Drd2‐EGFP (abajo). Cuando el reportero es asociado 
al receptor a DA tipo D1 la señal fluorescente resalta en el neoestriado, la SNr y el GPi, a diferencia de la 
señal obtenida en los animales Drd2‐EGFP donde además del neoestriado se marca el GPe. Tomada de 
Gerfen y Surmeier, 2011.  
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D2, etc. (Valjent et al., 2009, Gerfen, 2006; Gerfen y Surmeier, 2011; Dobrossy 

et al., 2011). Así, en estos roedores se observa claramente la división entre las 

dos vías (Figura 3) y como consecuencia, su estudio se ha facilitado. De hecho, 

recientemente se ha mostrado que existen diferencias  electrofisiológicas entre 

ambas poblaciones neuronales, tales como su respuesta  cortico-estriatal ante 

estímulos  supraumbrales. La respuesta de las dNEPs es más prolongada y 

evoca más PAs, mientras que en las iNEPs se presenta una respuesta 

autorregenerativa intrínseca  debida a una mayor excitabilidad dendrítica 

(Flores-Barrera et al., 2010).   

Adicionalmente, las NEPs también presentan receptores colinérgicos 

muscarínicos, que al igual que los receptores dopaminérgicos, se expresan de 

forma separada en ambas vías de proyección. Los receptores muscarínicos M1 

(M1Rs) se encuentran en ambos tipos neuronales, mientras que los receptores 

M4 (M4Rs) se observan preferentemente en las neuronas de la vía directa 

(Goldberg et al., 2012; Ince et al., 1997; Santiago y Potter, 2001; Yan et al., 

2001, Kreitzer, 2009).  

Además de las NEPs, el neoestriado contiene varios tipos de 

interneuronas (las cuales comprenden el 5-10% de la población estriatal total 

en roedores): la mayoría son de naturaleza GABAérgica y el resto es 

colinérgica (Tepper y Bolam, 2004, Tepper et al., 2010; Muñoz-Manchado et 

al., 2014). Entre las de tipo GABAérgico se encuentran las que expresan 

parvalbúmina, neuropéptido Y, somatostatina, NADPH-diaforasa, óxido nítrico 

sintasa, calretinina y el receptor 5HT3 (Kawaguchi et al., 1995; Tepper y Bolam, 

2004; Muñoz-Manchado et al., 2014). Por otra parte, la interneuronas 

colinérgicas poseen un soma que mide de 20 a 50 μm de diámetro y 
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constituyen la principal fuente de acetilcolina (ACh) del neoestriado (Zhou et al., 

2002). Esto se debe a que el axón de las interneuronas colinérgicas se ramifica 

profusamente formando una densa arborización (Bennet y Wilson, 2000). 

Asimismo, recientemente se demostró que el neoestriado recibe 

inervación colinérgica  proveniente del tallo cerebral.  El NPP ventral  inerva 

preferencialmente al estriado dorsolateral, mientras que los núcleos tegmental 

dorsolaterales (TDL) proyectan al estriado medial  y al núcleo accumbens   

“core” o central (Dautan et al., 2014). La concentración de ACh del dStr, junto 

con la del estriado ventral, es la más alta del cerebro (Zhou et al., 2002; figura 

4).  

 

 

 

Las interneuronas colinérgicas tienen conexiones  con las NEPs e  

interneuronas (Lim et al., 2014). Sobre todo con aquellas que expresan el 

receptor 5-HT3 (Muñoz-Manchado et al., 2014) aunque algunos autores 

incluyen también a las que expresan parvalbúmina (Koos y Tepper, 2002). Las 

interneuronas colinérgicas presentan un pospotencial hiperpolarizante (PPH) 

largo debido a conductancias de K+ 
activadas por Ca2+ y voltaje (Wilson, 2004), 

Figura 4. El NSt tiene los niveles más altos  de ACh de todo el cerebro. Cortes coronales de cerebro de 
ratón mostrando la tinción con el anticuerpo contra colina acetiltransferasa (ChAT, siglas en inglés) y   
acetilcolinesterasa (AChE, siglas en inglés) en el estriado dorsal y el núcleo accumbens. Tomada y 
modificada de Zhou et al., 2002 
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también poseen una conductancia activada por hiperpolarización (I
h
) y una 

corriente de Na+ 
persistente. La combinación de estas conductancias genera 

disparo espontáneo (5 Hz) en ausencia de entradas sinápticas, presentando, 

ocasionalmente, ráfagas rítmicas (Bennet y Wilson, 2000). Dado que tiene 

disparo rítmico en ausencia de entradas sinápticas y su profusa ramificación, 

se genera un tono basal de ACh en el neoestriado, que medido en rebanadas 

de cerebro a superfusión constante es de 1.5 pM (Galarraga et al., 1999).  

La liberación de ACh es regulada  por el autoreceptor muscarínico M
2/4 

presente en las terminales axónicas de estas interneuronas (figura 5). Estos 

receptores inhiben la entrada de Ca2+ 
a través de los canales N (CaV2.2) y P/Q 

(CaV2.1) (Yan y Surmeier, 1996; Ding et al., 2006).  

La ACh liberada produce efectos excitadores complejos sobre las NEPs 

a través de la modulación de diversas conductancias iónicas de K+, Ca2+ 
y Na+ 

principalmente (Pineda et al., 1995; Pérez-Rosello et al., 2005; Shen et al., 

2007; Carrillo-Reid et al., 2009) y que son descritas en otra sección. Estos 

efectos son de suma importancia, puesto que al controlar la liberación de ACh, 

se modulan los sitios hacia donde las neuronas colinérgicas dirigen sus 

axones, regulando así, la salida de los GB y por lo tanto, la función motora. 

 

 

 

Figura 5. Interneurona colinérgica estriatal. A la izquierda, acercamiento del soma. A la derecha, 
reconstrucción de una interneurona colinérgica. Tomada de Tepper y Bolam, 2004. Soma y dendritas 
en negro. Axón en café. 
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1.2 Neurotransmisores Moduladores 

El neoestriado también presenta las más altas concentraciones basales 

de DA de todo el sistema nervioso central (SNC) puesto que está densamente 

inervado por fibras dopaminérgicas provenientes de la sustancia nigra pars 

compacta (SNc) y del área ventral tegmental.  Las neuronas dopaminérgicas 

tienen actividad espontánea con disparo tónico (1-8 Hz) manteniendo así un 

tono de DA (Shultz, 2007). Desde las NEPs hasta las interneuronas 

colinérgicas, todos los elementos del neoestriado expresan receptores 

dopaminérgicos modulando el circuito a varios niveles (Surmeier et al., 1995, 

Centonze et al., 2002; Yan et al., 1996, Kreitzer, 2009. Figura 6). En respuesta 

a un estímulo relevante las neuronas de la SNc generan disparo en ráfagas 

elevando los niveles de DA fásicamente (Tritsch y Sabatini, 2012). Es 

importante mencionar que los receptores a DA tienen diferentes afinidades al 

ligando por lo que durante la ausencia de estímulos el tono dopaminérgico 

activa preferentemente a los D2Rs y el aumento en las concentraciones de DA 

promueve la activación de los D1Rs, convirtiendo a la DA en un contrastador de 

señales (Shultz, 2007; Dreyer et al., 2010). 

 

 

 

 

  

 

 

 Figura 6. Receptores dopaminérgicos y colinérgicos-muscarínicos de las neuronas estriatales. 
Esquema mostrando los diferentes tipos de receptores dopaminérgicos y colinérgico-muscarínicos en las 
neuronas de proyección de las vías indirecta y directa (en gris), y de la interneurona colinérgica (en 
verde). Tomada de Kreitzer, 2009. 
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Se piensa que del balance entre DA y ACh depende el adecuado 

funcionamiento de los GB dado que ambos moduladores ejercen poderosos 

efectos sobre la excitabilidad de las NEPs (Ding et al.,  2010, Zhou et al., 2002; 

Aosaki et al., 2010). Sin embargo, en un estado patológico como la enfermedad 

de Parkinson (EP), el balance se interrumpe debido a una disminución 

importante de los niveles de DA,  lo que colapsa funcionalmente a los GB 

induciendo los signos y síntomas de la enfermedad (Albin et al., 1995; 

Wichmann y DeLong, 2003). A su vez, se observa un aumento en los niveles 

colinérgicos (Ince et al., 1997; Wilson, 2004; Ding et al., 2006; Pisani et al., 

2007; Aosaki et al., 2010).  

 

1.2.1 Dopamina 

La DA es un neurotransmisor que, en los mamíferos,  lleva a cabo sus 

efectos a través de cinco receptores acoplados a proteínas G (“G-protein 

coupled receptors” o GPCR, en inglés) divididos en dos familias: los receptores 

de tipo D1 (D1 y D5) y los de tipo D2 (D2, D3 y D4) (Vallone et al., 2000). Los 

D1Rs están acoplados a proteínas Gα/olf  (Missale et al., 1998, Neve et al., 

2004) que promueve la actividad de la adenilato ciclasa (AC) y la elevación de 

AMPc (Stoof y Kebabian, 1981). Por el contrario, los D2Rs están acoplados a 

proteínas Gαi/o, que inhiben a la AC (Stoof y Kebabian, 1981, Neve et al., 2004) 

y activan a fosfolipasa C tipo β (PLCβ) (Hernández-López et al., 2000. Figura 

6), entre otras gestiones (Bonci y Hopf, 2005). 

Entre otras acciones (Tritsch y Sabatini, 2012), la DA regula la 

excitabilidad de las NEPs gracias a la modulación de canales CaV1.  Los D1Rs 

facilitan la activación de los canales CaV1 (Galarraga et al., 1997; Hernández-
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López et al., 1997; Surmeier et al., 2011; Tritsch y Sabatini, 2012) y por ende la 

excitabilidad de la vía directa;  dado  que estos canales incrementan la 

frecuencia de disparo (Pérez-Garci et al., 2003) y por consiguiente la 

excitabilidad neuronal. En cambio, los D2Rs  promueven la inhibición de estos 

canales  en las iNEPs (Hernández-López et al., 2000; Salgado et al., 2005) 

dando como resultado la inhibición de la vía indirecta (figura 7). 

 

 

 

 

1.2.2  Acetilcolina 

La  ACh fue la primera sustancia identificada como neurotransmisor y ha 

sido involucrada en casi todos los procesos cognitivos (Karczmar, 1996; Felder, 

1995; Lucas-Meunier et al., 2003) así como diversas funciones fisiológicas tales 

como el control motor y sensorial, la frecuencia cardiaca, la respuesta muscular 

contráctil, el peristaltismo, la secreción exocrina y endocrina, el control de la luz 

que llega a la retina, la micción, la preparación de los órganos sexuales para la 

cópula, el control del diámetro bronquial, etc. (Felder, 1995; Bradley, 2000).  

Figura 7. Modulación dopaminérgica de la frecuencia de disparo en neuronas estriatales. De arriba hacia 
abajo, se muestran trenes de potenciales de acción evocados por inyección intracelular de corriente de intensidad 
creciente. Los trazos en negro denotan la condición control, mientras que en azul en presencia de un agonista 
dopaminérgico. Los trazos de la izquierda provienen de una dNEP y se observa que la frecuencia de disparo se 
incrementa para cada estímulo luego de aplicar un agonista D1R (SKF-81297). A la derecha se observa la 
disminución de la frecuencia de disparo en una iNEP dada por un agonista D2R (quinpirole) (Hernández-López et 
al., 1997, 2000). 
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Por otra parte, la disfunción colinérgica se ha implicado en trastornos 

patológicos y cognitivos tales como la EP, la enfermedad de Alzheimer y el 

síndrome de Down (Felder, 1995; Lucas-Meunier et al., 2003). 

Las neuronas colinérgicas en el SNC residen en diversas estructuras 

que incluyen a los núcleos septales mediales, núcleos de la banda diagonal, 

núcleos  de Meynert,  NPP y neoestriado (interneuronas) (Haga, 2013; Dautan 

et al., 2014; Luchicchi et al., 2014; Zhou et al., 2002). 

La ACh es sintetizada en las terminales nerviosas a partir de los 

precursores acetil coenzima A (acetil CoA, sintetizada a partir de glucosa) y 

colina, en una reacción catalizada por la colina acetiltransferasa (ChAT). Una 

vez sintetizada, la acetilcolina es almacenada en vesículas para su posterior 

liberación por exocitosis,  requiriendo para dicho proceso de la entrada de Ca2+. 

Cuando se libera al espacio sináptico hace contacto con sus receptores y 

ejerce su efecto a acuerdo al tipo de receptor presente en la membrana 

postsináptica.  Tras su liberación, la ACh que queda libre en el espacio 

sináptico es degradada a través de la acetilcolinesterasa (AChE), que la 

hidroliza en acetato y colina. Posteriormente, la colina puede recapturarse al 

botón presináptico por medio de un transportador dependiente de Na+ presente 

en terminaciones colinérgicas para resintetizar ACh (Purves, et al., 2004,  

Schwartz y Javitch, 2013). Las acciones celulares de la ACh son mediadas por 

dos familias estructuralmente diversas de receptores: los nicotínicos de tipo 

canal (denominados así porque son afines a la nicotina) y muscarínicos de tipo 

metabotrópico (nombrados así por su afinidad a la muscarina, un alcaloide 

producto del hongo Amanita muscaria) (Eglen, 2006; Caulfield y Birdsall, 1998; 

Purves, et al., 2004;  Schwartz y Javitch, 2013; Haga, 2013). Los receptores 
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muscarínicos  se componen de varios subtipos y se expresan pre y 

postsinápticamente  teniendo  distribuciones discretas a lo largo de los 

sistemas nerviosos central y periférico (Caulfield y Birdsall, 1998, Eglen, 2006). 

 

1.2.2.1  Receptores muscarínicos 

Los receptores muscarínicos (mACh-R) están clasificados como 

miembros de la superfamilia de GPCR.  En presencia de un agonista, las 

proteínas G triméricas, a las cuales se encuentran acoplados los receptores, 

promueven la separación de GDP y promueven la unión de GTP. El efecto del 

ligando sobre su receptor finaliza cuando la GTPasa de la proteína G hidroliza 

el GTP a GDP (Caulfield, 1993). 

Los mACh-R están formados por siete segmentos transmembranales 

constituidos por aminoácidos hidrofóbicos, tres lazos intracelulares y tres lazos 

extracelulares hidrofílicos (Felder, 1995), así como un amino (N-) y un carboxilo 

(C-terminal) extra e intracelulares, respectivamente (Lucas-Meunier et al., 

2003). Hasta ahora se han clonado cinco tipos de mACh-R (M1-M5) (Hulme, 

1990; Caulfield, 1993; Caulfield y Birdsall, 1998; Eglen, 2006; Haga, 2013) los 

cuales  han sido agrupados en dos familias: M1 (que incluye los tipos M1, M3 y 

M5) y M2 (con los tipos M2 y M4), de acuerdo a la proteína G a la cual están 

acoplados. Los receptores de la familia M1 se acoplan preferentemente a la 

estimulación de la PLCβ a través de proteínas Gq/11 insensibles a la toxina 

Pertussis (PTX). Mientras que la familia de los receptores M2 se acopla 

preferentemente a la inhibición de la AC a través de proteínas de tipo Gi/o 

sensibles a PTX; disminuyendo la producción de AMPc y la actividad de la 
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proteína cinasa A (PKA) (Caulfield y Birdsall, 1998; Nathanson, 2000; Eglen, 

2006; Haga, 2013; Guo et al., 2010. Figura 8). 

 

 

 

La activación de la PLCβ da como resultado la hidrólisis del 

fosfatidilinositol (4,5) bifosfato o PI(4,5)P2, uno de los fosfolípidos que 

conforman la membrana plasmática. Esta reacción libera inositol trifosfato (IP3) 

al citosol, así como diacilglicerol (DAG) que permanece en la membrana 

(Caulfield, 1993; Eglen, 2006). El IP3 favorece la liberación de Ca2+ de los 

reservorios intracelulares debido a la activación de los receptores de IP3  

ubicados en la membrana del retículo endoplásmico. El Ca2+, puede activar 

múltiples proteínas con diversos blancos intracelulares. Por su parte, el DAG 

activa las isoformas convencionales (α, βI, βII y γ) y novedosas (ε, η, δ y θ) de 

la proteína cinasa C (PKC), que deben traslocarse a la membrana para ser 

activadas (Parker y Murray-Rust, 2004). También, existen reportes de acciones 

secundarias al incremento de Ca2+ generado por la activación de receptores de 

la familia M1, tales como la liberación de ácido araquidónico (AA), y el 

incremento en los niveles de AMPc y GMPc. El último de los lazos 

intracelulares del receptor es el candidato más factible para el acoplamiento 

con la proteína G (Caulfield, 1993), para los receptores de la familia M2, 

Figura 8. Esquema de los receptores muscarínicos. Los receptores muscarínicos tienen 7 
segmentos transmembranales y se encuentran acoplados a proteínas Gq/11 ó Gi/o, según pertenezcan a 
la familia de receptores muscarínicos M1 o M2, respectivamente. Poseen un segmento NH2-terminal 
extracelular y un COOH-terminal intracelular (Tomada y modificada de Neubig y Siderovski, 2002).  
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mientras que el segundo lazo es el candidato para los de la familia M1 (Lucas-

Meunier et al., 2003). 

Además, se ha descrito que los receptores muscarínicos modulan 

(inhibiendo o activando) un gran número de canales iónicos activados por 

voltaje, los cuales participan en la generación del potencial de acción de las 

células excitables y modifican así el patrón temporal y la frecuencia de disparo, 

así como la liberación de neurotransmisores, entre otros procesos celulares 

(Suh y Hille, 2005).  

Es importante mencionar que la similitud en el sitio de unión a ligando de 

los cinco tipos de mACh-R  explica la razón por la cual  la identificación de 

ligandos específicos  ha sido históricamente difícil (Eglen, 2006; Dencker et al., 

2012). 

 

1.2.2.1.1  Receptores tipo M4 

De los cinco tipos mACh-R, los M4Rs tienen diversas características 

distintivas. Primero, los M4Rs se expresan de forma más abundante en el 

neoestriado (Hersch et al., 1994; Yasuda et al., 1993). Segundo, dentro del 

estriado los M4Rs se encuentran co-expresados con receptores D1Rs en las 

dNEPs (Santiago y Potter, 2001; Ince et al., 1997). Finalmente, los M4Rs están 

concentrados en sitios postsinápticos y pueden ser encontrados en el 

microdominio de la densidad postsináptica, permitiendo que estos receptores 

sean sensibles a los cambios de entrada sináptica, por lo que desempeñan un 

papel fundamental en la regulación de la fuerza y la eficiencia sinápticas 

(Yasuda et al., 1993). 
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Adicionalmente, se ha observado que hay zonas en los dominios 

intracelulares que componen a los  M4Rs que interactúan con ciertas proteínas, 

por ejemplo: el factor de elongación 1A2 (que inhibe la recuperación de M4Rs 

en la superficie celular luego de la internalización inducida por un agonista), 

otros M4Rs forman dímeros y se asocian a la proteína quinasa II regulada por 

Ca2+/calmodulina (CaMKII), etc. (ver Guo et al., 2010). 

 

1.2.2.2 Farmacología de los receptores muscarínicos 

Como se mencionó previamente, los mACh-R fueron denominados así 

por su habilidad para unir el alcaloide muscarina (Caulfield y Birdsall, 1998). 

Actualmente existe un importante número de antagonistas para los diferentes 

mACh-R. Sin embargo, estos difieren muy poco en la selectividad que poseen 

para reconocer los diferentes receptores, por ejemplo, si consideramos a la 

pirenzepina que pese a ser considerado un “antagonista M1”, también puede 

unirse al receptor M4. Es decir, es cinco a seis veces más afín para el receptor 

M1 que para el M4 (Adem y Karlsson, 1997). Como consecuencia, la 

descripción de las acciones de cada uno de los receptores en diferentes tejidos 

se ha visto retrasada e incluso contaminada por información incoherente 

(Caulfield, 1993; Bradley, 2000). No obstante, recientemente se aislaron 

antagonistas específicos para algunos de los mACh-R, extraídos del veneno de 

la víbora mamba verde del este (Dendroaspis angusticeps) (Adem y Karlsson, 

1997; Jerusalinsky et al., 2000; Karlsson et al., 2000; Servent y Fruchart-

Gaillard, 2009; Servent et al., 2011). Entre estos pequeños péptidos se 

encuentran la toxina muscarínica 1 (MT-1), altamente selectiva para receptores 

M1 y M4. Sin embargo, actúa como agonista para los M1Rs y antagonista para 
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los M4Rs (Harvey et al., 1998). La toxina muscarínica 3 (MT-3) es un 

antagonista altamente afín para los M4Rs (Ki= 1.3 nM) (Jerusalinsky et al., 

2000; Bradley, 2000; Purkerson y Potter, 1998) y la toxina muscarínica 7 (MT-

7) un antagonista de gran afinidad para los M1Rs (Ki = 14 nM) (Fruchart-Gaillard 

et al., 2006). Todas estas toxinas presentan muy baja, o virtualmente nula 

afinidad para los receptores M2, M3 y M5 (Jerusalinsky et al., 2000). Por ello 

estas toxinas se han convertido en una poderosa herramienta para el estudio 

de los mACh-R y se han utilizado para identificar, localizar, clasificar o 

caracterizar farmacológica y funcionalmente sus blancos fisiológicos (Servent y 

Fruchart-Gaillard, 2009; Fruchart-Gaillard et al., 2006, Servent et al., 2011; 

Rowan y Harvey, 2011).  

Debido a que existe mucha similitud en el sitio de unión a ligando de los 

cinco tipos de mACh-R, los intentos para lograr la activación selectiva de 

mAChRs con ligandos ortostéricos (que no sean toxinas), han fracasado. 

Entonces, usando un enfoque alternativo, muchos laboratorios académicos y 

farmacéuticos están desarrollando compuestos que se unen a estos receptores 

en sitios alostéricos menos conservados ectópicos que son topográficamente 

distintos al sitio ortostérico.  Estos ligandos, denominados activadores 

alostéricos o moduladores, proporcionan una excelente selectividad para los 

subtipos individuales de varios GPCR. Para los mAChRs, diversos compuestos 

alostéricos incluyendo tanto agonistas como moduladores alostéricos positivos 

(PAMs, en inglés) han sido identificados. Los PAMs  son incapaces de activar 

directamente los receptores, pero su unión modifica la conformación del 

receptor que cambia la unión y/o propiedades funcionales de ligandos 

ortostéricos. Gracias a esta propiedades únicas, dichos compuestos podrían 
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tener ventajas para el tratamiento de patologías en el SNC (Digby et al., 2010; 

Dencker et al., 2012; Byun et al., 2014; Shirey et al., 2008). No obstante, este 

campo de investigación  es relativamente nuevo  por lo que requiere mayor 

estudio. 

Finalmente, cabe mencionar que la mayoría de los estudios sobre la 

selectividad de ligandos muscarínicos ha sido realizada principalmente en 

poblaciones de receptores puros y homogéneos sobre-expresados en sistemas 

heterólogos. Lo que presenta algunos inconvenientes, ya que es difícil suponer 

que un tipo particular de receptor sobre-expresado en líneas celulares 

conservará las mismas características que el receptor nativo expresado en 

tejidos intactos donde además están  presentes varios tipos de receptor con los 

cuales puede  formar dímeros y/o heterómeros, o bien, modificaciones post-

traducción. Por lo tanto, los datos de dichos estudios deben permanecer como 

indicaciones provisionales hasta ser confirmadas en experimentos funcionales 

en tejidos y células que expresen el tipo(s) de receptor(es) de interés (Caulfield, 

1993). 

Desafortunadamente, las publicaciones de este tipo de experimentos, 

más aún tratándose de neuronas centrales, son escasas. Sobre todo en 

trabajos vinculando receptores identificados con alguna función. No es de 

extrañar entonces que la terapéutica siga siendo, en su mayor parte, empírica. 

 

1.3  Canales de Ca2+ 

La actividad eléctrica de las neuronas y otras células excitables se debe 

a diferentes tipos de canales iónicos activados por voltaje, en particular de los 

canales de Ca2+. Estos canales no sólo alteran el potencial de membrana, sino 
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que también funcionan como blancos de señalización (Clapham, 2007; 

Catteral, 2000; Simms y Zamponi, 2014).  En condiciones de reposo normal, el 

rango de la concentración intracelular de Ca2+ ronda los 100 nM debido a la 

presencia de moléculas amortiguadoras de Ca2+ y reservorios intracelulares 

que lo almacenan activamente (Clapham, 2007). La apertura de los canales 

permite la entrada de Ca2+ siguiendo el gradiente electroquímico y por ende la 

elevación localizada de Ca2+ intracelular en el rango micromolar (Wadel et al., 

2007). Esto a su vez, desencadena una amplia gama de procesos 

dependientes de Ca2+ que incluyen la transcripción de genes, la liberación de 

neurotransmisores y la activación de  enzimas dependientes de calcio, tales 

como CaMKII y PKC (Wheeler et al., 1994; Clapham, 2007; Simms y Zamponi, 

2014). 

Los canales de Ca2+ dependientes o activados por voltaje (CCDV) son 

complejos heteromultiméricos que se encuentran conformados por 

subunidades α1, β,  y α2. La subunidad α1 (190-250 kDa) conforma el poro 

del canal, posee el filtro de selectividad para el Ca2+, el sensor de voltaje y la 

mayor parte de los sitios conocidos para la regulación  del canal (p. ej., 

segundos mensajeros, toxinas y drogas) (Catterall et al., 2005); está formada 

por cuatro dominios homólogos cada uno con seis segmentos 

transmembranales (S1-S6) (Doering y Zamponi, 2003); los segmentos S4 de 

cada dominio homólogo sirven como sensores de voltaje debido a la presencia 

de cargas positivas. Estos segmentos se mueven hacia afuera y giran bajo la 

influencia del campo eléctrico iniciando un cambio conformacional involucrado 

con la apertura del poro. Los segmentos S5 y S6  están conectados por un asa 

P re-entrante en la membrana que forma un poro permeable. Cada asa P 
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contiene residuos aminoácidos de glutamato de carga negativa que cooperan 

en la conformación del poro altamente selectivo a cationes divalentes 

permeantes como Ca2+, Ba2+ y Sr2+  y que interactúa con cationes 

impermeables como el Cd2+ (Simms y Zamponi, 2014; Catterall, 2000). Las 

otras subunidades  accesorias regulan las propiedades biofísicas y el tráfico de 

la subunidad α1 (Arikkath y Campbell, 2003; Simms y Zamponi, 2014). La 

subunidad β (55 kDa) se encuentra completamente inmersa en el citoplasma,  

la subunidad  (33 kDa) contiene 4 segmentos transmembranales; la subunidad 

α2δ  (170 kDa) es un dímero comprendido  por la sección δ que se une a la 

membrana a través de un segmento transmembranal, mientras que la parte α2 

es extracelular; el dímero está unido por un puente disulfuro generado por 

modificaciones post-traducción (Catterall, 2000) (ver figura 9). 

                      

 

 

 

 

Los CCDV se dividen en dos categorías: los canales activados a voltajes 

más despolarizados (HVA o high voltage activated: familias CaV1 y CaV2; tipos 

Figura 9. Estructura primaria de los canales de Ca
2+. Arriba: los canales HVA son heteromultímeros 

compuestos por  la subunidad Cavα1, que forma el poro y se co-ensambla con las subunidades accesorias 
Cavβ, Cavα2, y posiblemente Cav, así como la calmodulina (CaM). Por otra parte, los canales LVA 
funcionan como monómeros de la subunidad Cavα1. Abajo: esta subunidad se conforma por cuatro 
dominios transmembranales (I-IV) conectados por asas citoplásmicos. Cada dominio contiene seis hélices 
transmembrana, además de un asa reentrante (se muestra en verde). El cuarto segmento transmembrana 
en cada dominio contiene aminoácidos cargados positivamente y forma el sensor de voltaje (Tomada de 
Simms y Zamponi, 2014).  
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L, N, P, Q y R), que permiten el flujo de iones a potenciales partir de los -40 mV 

para tipo L y -20 mV para tipo N, aproximadamente. El segundo grupo lo 

conforman los canales que se activan a voltajes menos despolarizados (LVA o 

low voltage activated: CaV3 o canales tipo T), que se activan entre -70 y -50 

mV, dependiendo del tipo celular. Actualmente la nomenclatura de los canales 

de Ca2+ toma en cuenta la subunidad α1 que los conforma (ver Tabla 1). Es 

importante mencionar que los canales CaV1.3 tipo L se activan alrededor de los 

-50 mV o menos, se encuentran comúnmente en las dendritas y afectan la 

generación de PAs (Lipscombe et al., 2004). Todos los canales CaV son un 

blanco de la modulación dopaminérgica, aunque aquí nos enfocaremos a los 

canales CaV1, en lo que se puede considerar un mecanismo mediante el cual la 

DA regula la excitabilidad de las NEPs (ver Hernández-López et al., 1997, 

2000; Pérez-Garci et al., 2003).  

 

 

 

Existen diversos antagonistas para los integrantes de la  superfamilia 

HVA. Las dihidropiridinas (DHPs) bloquean los canales CaV1  pues interactuan 

con residuos hidrofóbicos de la parte inferior del sitio de unión  que se forma 

Tabla 1. Nomenclatura de los canales de calcio dependientes de voltaje (Mofificada de Doering y Zamponi,    
2003.  * Bezprozvanny y Tsien,1995.  **Xiang et al., 2011). 
 



35 
 

por el cruzamiento entre los S6 de los dominios III y IV de la subunidad α1. Al 

unirse en la parte externa del poro central y no bloquear por oclusión, se 

considera que las DHP actúan de manera alostérica (Lipkind y Fozzard, 2003; 

Catteral et al., 2005). Los antagonistas DHP se unen con mayor afinidad al 

canal cuando éste sufre la transición al estado inactivado previniendo los 

cambios conformacionales requeridos para la apertura. La -conotoxina GVIA 

es una toxina aislada del caracol marino Conus geographus y bloquea los 

canales CaV2.2  de forma específica. Los canales CaV2.1 son el blanco de las 

toxinas -agatoxina IVA y -agatoxina TK provenientes del veneno de la araña 

Agelenopsis aperta.  Los canales CaV2.3 son bloqueados por la toxina SNX482 

del veneno de tarántula Hysterocrates gigas, sin embargo no de manera 

específica (Catteral, 2000). Por último,  los canales CaV3 son bloqueados por 

mibefradil (Bezprozvanny y Tsien, 1995), ML 218 (Xiang et al., 2011) y NNC 

55-0396 (Huang et al., 2004) 

 

1.3.1  Modulación muscarínica de los canales de Ca2+ 

Se ha demostrado que los mACh-R tienen como blanco de modulación a 

los canales de Ca2+ (Caulfield, 1993). Son tres los mecanismos principales por 

los cuales los receptores muscarínicos modulan estos importantes blancos 

moleculares. Se describirán brevemente. 

 

1.3.1.1 Modulación delimitada a membrana 

Los canales de Ca2+ son modulados de forma delimitada a la membrana 

pues no usa segundo mensajero difusible en el citoplasma, es un proceso 

rápido mediado por proteínas G (Gi/o) a través de la liberación de la subunidad 
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β,  para inhibir o activar los canales (Clapham y Neer, 1997; Nathanson, 

2000). Esta modulación se denomina delimitada a membrana dado que no 

intervienen agentes citosólicos difusibles (Hille, 2001). Se ha observado que 

esta modulación ocurre  comúnmente en canales CaV2.1 y CaV2.2 y que tiene 

como propiedades esenciales: i) su sensibilidad a PTX, lo cual involucra 

proteínas Gi y/o Go, ii) que la reducción de la corriente se presenta de un modo 

dependiente de voltaje, con una inhibición más evidente a potenciales más 

hiperpolarizados (Tedford y Zamponi, 2006).  En el neoestriado, en particular  

en las interneuronas colinérgicas se ha descrito este mecanismo de 

modulación sobre canales CaV2.1 y CaV2.2 debido al autorreceptor M4 (Yan y 

Surmeier, 1996; Dolezal y Tucek, 1999; Ding et al., 2006).  Adicionalmente, 

existe un trabajo previo que sugiere, más no demuestra, que el receptor M4 

inhibe a los canales CaV2.1 y CaV2.2 a través de la acción directa de la 

subunidad de la proteína Gi/o en NEPs (Howe y Surmeier, 1995). 

 

1.3.1.2 Modulación mediada por segundos mensajeros 

Este mecanismo es más lento pues requiere la generación de segundos 

mensajeros como consecuencia de la activación de la proteína G. Entre estos 

encontramos cinasas  que activan o inactivan otras proteínas a través de la 

fosforilación de residuos  de serinas y treoninas, y fosfatasas que desfosforilan 

a las proteínas revirtiendo la acción de las cinasas (Hille, 2001). En el 

neoestriado se ha descrito previamente dicha modulación mediada por M1Rs 

sobre ambos tipos de NEPs. La modulación muscarínica inhibe las corrientes 

CaV1, CaV2.1 y CaV2.2 (Pérez-Rosello et al., 2005; Pérez-Burgos et al., 2008, 

2010). La modulación de los canales  CaV1 y CaV2.2 se lleva a cabo a través 
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de la proteína Gq que activa a la PLC,  la cual a partir de la hidrólisis de 

PI(4,5)P2 activa DAG e IP3  que libera Ca2+ de reservorios intracelulares para 

activar a la PKC (Pérez-Burgos et al., 2008).  Sin embargo, la modulación de 

los canales CaV2.1 se lleva a cabo por hidrólisis de fosfoinosítidos (Pérez-

Burgos et al., 2010), el mecanismo se describe más adelante. 

En las NEPs, la activación de M1Rs produce efectos excitadores al 

reducir el PPH debido a la inhibición de los canales de CaV2.1 y CaV2.2  que 

activan a los canales de K+ activados por Ca2+ (KCa
2+) encargados de generar el 

PPH, en estas células. Así, el efecto de los M1Rs sobre estas corrientes de K+ 

es más bien indirecto (Vilchis et al., 2000; Pérez-Garci et al., 2003; Pérez-

Rosello et al., 2005; Pérez-Burgos et al., 2008, 2010). Por otra parte, los M1Rs 

reducen la probabilidad apertura de los canales de K+ de tipo Kir 2 aumentando 

la excitabilidad dendrítica en iNEPs (Shen et al., 2007).  Ver Figura 10. 

 

 

Figura 10. La modulación muscarínica de 
tipo M1  sobre el PPH afecta la frecuencia de 
disparo en las NEPs. A) Tren de PAs 
provocado con un pulso de corriente intracelular 
en condiciones control. B) el mismo estímulo 
promueve una mayor frecuencia de disparo en 
presencia de muscarina. Note la reducción del 
PPH luego del tren (flecha). C y D) El agonista 
muscarínico M1, MT-1, mimetiza el efecto de la 
muscarina. E y F) PPHs luego del tren 
ampliados y superpuestos antes y durante la 
adición de agonistas muscarínicos (Pérez-
Rosello et al., 2005).  
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1.3.1.3 Modulación mediada por hidrólisis de fosfoinosítidos 

Recientemente se ha descrito un mecanismo de modulación de canales 

iónicos a través de la hidrólisis de fosfolípidos de membrana con los que 

interactúan por uniones electrostáticas (Suh y Hille, 2005). Los canales iónicos 

requieren este vínculo para funcionar adecuadamente, así que al interrumpirse 

dicha interacción (por hidrólisis de estos lípidos de la membrana), los canales 

pasan a un estado con menor probabilidad de apertura (Suh y Hille, 2008). La 

hidrólisis de fosfoinosítidos puede deberse a las fosfolipasas de membrana que 

merman especialmente PI(4,5)P2 (Suh y Hille, 2005). La PLC β1 es la lipasa 

más conocida y es activada por la proteína Gq. Su principal blanco es 

PI(4,5)P2. La lipasa corta la cabeza de fosfato polar (IP3) de los fosfolípidos 

liberándola en el citoplasma y dejando en la membrana DAG. Ambos productos 

actúan como segundos mensajeros (PI(4,5)P2 es un segundo mensajero per se) 

(Eyster, 2007). Por otra parte, existen diversas cinasas que regulan los niveles 

de fosfoinosítidos membranales: fosfatidilinositol 5-cinasa (PI-5K) que es 

responsable de la fosforilación de su substrato, el fosfatidilinositol (4) fosfato o 

PI(4)P para generar  PI(4,5)P2  como producto.  La fosfatidilinositol 3-cinasa, o 

PI-3K, cuyo substrato es fosfatidilinositol y su producto es fosfatidilinositol 3 

monofosfato o PI(3)P;  finalmente, fosfatidilinositol 4-cinasa, o PI-4K, que 

fosforila el sitio 4 del anillo de inositol generando PI(4)P, PI(4,5)P2 o 

fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato (PI(3,4,5)P3), según sea el fosfoinosítido 

precursor (Eyster, 2007). 

En el dStr, los canales CaV2.1 de las NEPs son modulados por los M1Rs 

a través de la hidrólisis de fosfoinosítidos (Pérez-Burgos et al., 2010). 
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1.4 Enfermedad de Parkinson 

 La EP es un desorden neurodegenerativo con signos 

predominantemente motores: rigidez muscular, temblor en reposo, bradicinecia 

(problemas para iniciar los movimientos e inhabilidad para ajustar la posición 

del cuerpo) y falta de equilibrio (Scarr, 2012;  Harikrishna Reddy et al., 2014).     

Esta enfermedad fue descrita por James Parkinson en 1817 en el  trabajo 

titulado  “An essay on the shaking palsy” (citado en: Dauer y Przedborski, 2003; 

Harikrishna Reddy et al., 2014). Los signos motores son el resultado de la 

muerte progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc que proyectan al 

neoestriado (caudado-putamen) y otros núcleos de los GB, ocasionando la 

disminucíon del DA estriatal y la acumulación de la proteína α-sinucleína en 

forma de cuerpos de Lewy  (Scarr, 2012; Double, 2012). Además de los signos 

motores existen manifestaciones no motoras anormalidades emocionales, 

afectivas y cognitivas (Dauer y Przedborski, 2003). 

La etiología de la EP es aún desconocida, sin embargo, la edad es 

considerada como el factor de riesgo más importante (Harikrishna Reddy et al., 

2014). Sin embargo, también se encuentran implicados agentes ambientales y 

características propias de las neuronas dopaminérgicas.  En cuanto a lo último, 

se han relacionado varios agentes con la degeneración específica de células 

de la SNc que incluyen la disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo, toxinas 

exógenas, la acumulación intracelular de metabolitos tóxicos, las infecciones 

virales y la excitotoxicidad (Dauer y Przedborski, 2003). 

A nivel mundial, aproximadamente  el 1–2% de la población mayor a 65 

años sufre de EP (Skibinski y Finkbeiner, 2011). La mayoría de los casos de 

EP son idiopáticos (90-95%) pues iniciaron por causa inespecífica, y el resto 
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son formas familiares (5–10%). Se considera que los genes involucrados en la 

EP familiar son los de α-sinucleína, parkina, DJ-1, PINK-1, LRRK2, UCH-L1, 

ATP13A2 y HTRA2A (Thomas y Beal, 2007; Hwang, 2013). 

Dado que la falta de DA en los GB es la principal causa de los cambios en 

los circuitos estriatales, los tratamientos actuales para la EP es la 

administración del precursor dopaminérgico L-DOPA que sigue siendo el 

tratamiento estándar, mejorando la calidad de vida de los pacientes por un 

periodo variable (Harikrishna Reddy et al., 2014, Lees et al., 2009). Sin 

embargo, su uso a largo plazo se asocia con el desarrollo de complicaciones 

como discinesias  tardías (movimientos anormales involuntarios: tics, 

temblores, contracciones) (Mercuri y Bernardi, 2005) desordenes impulsivos 

(apuestas y compras compulsivas, hipersexualidad) y conductas anormales 

repetitivas sin un objetivo aparente (Lees et al., 2009). En la búsqueda de un 

mejor tratamiento farmacológico se combina el uso de L-DOPA con otros 

fármacos como agonistas para los D2Rs y antagonistas colinérgicos (Lees et 

al., 2009; Pisani et al., 2007); esto último debido al incremento en la 

concentración de ACh (hipercolinergia) en el neoestriado durante la EP  (Ince 

et al., 1997; Wilson, 2004; Ding et al., 2006; Pisani et al., 2007; Aosaki et al., 

2010).  

 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Como se mencionó previamente, el adecuado funcionamiento de los GB 

requiere del balance entre los neurotransmisores DA y ACh, los cuales se 

encuentran en mayor concentración en el neoestriado donde modulan la 
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excitabilidad de las NEPs actuando sobre canales iónicos, principalmente 

canales de Ca2+. 

Los M1Rs se encuentra expresados en todas las NEPs y sus acciones sobre 

corrientes de Ca2+, disparo neuronal y sinapsis han sido estudiadas en 

roedores control por diversos grupos de investigación (Pérez-Rosello et al. 

2005; Yan y Surmeier, 1995; Dolezal y Tucek, 1999). Los M1Rs facilitan ambas 

vías, directa e indirecta (Galarraga et al., 1999; Shen et al., 2007).  

Por otra parte, los M4Rs se expresan preferentemente en las dNEPs y a 

diferencia de los M1Rs, el papel de estos receptores ha sido poco explorado. 

Por lo tanto el estudio de M4Rs, en  particular sus efectos sobre los canales de 

Ca2+, enriquecerá la comprensión de la contribución colinérgica-muscarínica en 

la fisiología estriatal. En especial utilizando ligandos muscarínicos específicos e 

identificando a las neuronas de ambas vías, directa e indirecta  (utilizando 

animales transgénicos). 

Ahora bien,  durante la EP se produce una pérdida de DA en el neoestriado 

y al mismo tiempo, un incremento de la concentración de ACh (hipercolinergia), 

la cual produce mucha de la sintomatología, de suerte que la administración de 

drogas anticolinérgicas es uno de los tratamientos de la EP. Pero hasta ahora, 

los tratamientos no tienen los resultados adecuados pues se administran 

drogas inespecíficas que no distinguen entre los diferentes mACh-R.  

El modelo fisiopatológico actual  postula que en la  EP la disminución de DA 

incrementa la actividad de las iNEPs  y reprime la actividad de dNEPs  

conduciendo a una función desbalanceada (Figura 11).   
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Por todo lo anterior, nuestro trabajo de investigación fue iniciado con las 

siguientes preguntas: 

 ¿La activación de los receptores M4 expresados en las neuronas 

estriatales de la vía directa (dNEPs) modulará los canales de Ca2+? 

 Si se regulan ¿qué tipo de canales son?  

Figura 11. Circuitos cortico-estriatales durante la Enfermedad de Parkinson.  Durante la EP, la depleción de 
DA estriatal  causada por  la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta (SNc)  
conduce  a la hiperactividad de las neuronas de la vía indirecta (línea roja) ocasionando rigidez y falta de 
movimiento. En cambio, las neuronas la vía directa presentan hipoactividad  lo cual resulta en represión del 
movimiento (línea verde; note el grosor de las líneas) (Obeso et al., 2004; Aosaki et al., 2010). Produciendo el 
desbalance funcional de ambas vías. Abreviaturas: núcleo subtalámico (NST), globo pálido interno (GPi); 
sustancia nigra reticulata (SNr), colículo superior (CS), núcleo pedúnculo pontino (NPP), región locomotora 
mesencefálica (RLM). Flechas = excitación. Círculos = inhibición. 
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 ¿Es la regulación consistente en un aumento de la corriente o en una 

disminución de la misma?  

 ¿Cómo se afecta la excitabilidad de la vía directa trás la activación de 

los receptores M4? 

 ¿Existe alguna interacción entre los receptores M4 y D1 ya que se 

expresan en el mismo tipo celular? 

 ¿Cómo recuperar la actividad de las neuronas de la vía directa  durante 

la EP? 

 

3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

3.1 Hipótesis 

 La activación del receptor muscarínico M4 modula la entrada de Ca2+ por 

alguno de los canales de calcio activados por voltaje (CaV1, CaV2.1, 

CaV2.2 o CaV2.3) presentes en las neuronas estriatales de proyección. 

 

 La modulación muscarínica por M4 se observa preferentemente en 

neuronas de la vía directa. 

 
 Los receptores M4 interactúan con los receptores D1 regulando la 

excitabilidad de las neuronas de la vía directa. 

 
 Si el objetivo de la terapéutica es activar a la vía directa e inhibir a la 

indirecta,  las drogas colinérgicas podrían hacer esto.  
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3.2 Objetivo general 

Determinar los efectos de la activación de los receptores muscarínicos de 

tipo M4 sobre los canales de Ca2+ activados por voltaje en neuronas de 

proyección del neoestriado en animales control y observar las 

repercusiones en la excitabilidad de estas células. 

 

3.3 Objetivos particulares 

• Evaluar mediante fijación de voltaje en célula entera el efecto de los 

receptores M4 sobre la corriente de Ca2+ en las NEPs de animales 

control.  

• Comprobar si la activación de los receptores M4 se observa 

preferentemente en neuronas de la vía directa. 

• Determinar cuáles son los canales de Ca2+ regulados por los receptores 

M4. 

• Definir si la modulación muscarínica M4 de estos canales es delimitada a 

membrana y dependiente de voltaje o si utiliza señalización citoplásmica.  

• Evaluar la interacción de los receptores M4 con los receptores D1 en 

neuronas de la vía directa. 
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4. MÉTODOS 

  Los protocolos utilizados se realizaron conforme a las guías para el cuidado 

y uso de los animales de laboratorio de la Universidad Nacional Autónoma de 

México (UNAM) que incluye minimizar el número de animales utilizados hasta 

alcanzar significancia estadística y evitar el sufrimiento. 

 

4.1 Obtención de rebanadas de cerebro y neuronas disociadas 

  Se utilizaron ratones  transgénicos BAC-D1-eGFP o BAC-D2-eGFP de 60 a 

90 días postnatales y ratas macho de la cepa Wistar (100-120 g) del bioterio del 

Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. Los animales fueron anestesiados 

profundamente con una mezcla de ketamina (85 mg/kg ip) y xilazina (15 mg/kg ip), 

luego se decapitaron y sus cerebros fueron rápidamente extraídos y colocados en 

una solución a 4˚C cuya composición fue (en mM): 126 NaCl, 3 KCl, 26 NaHCO3, 2 

CaCl2, 1 MgCl2, 11 glucosa, 0.2 tiourea, 0.2 ácido ascórbico (pH 7.4 ajustado con 

HCl, 300±5 mOsm/l, saturada con 95% O2 y 5% CO2). Con ayuda de un vibratomo 

(Pelco 102, Ted Pella, INC), se obtuvieron rebanadas sagitales de 300 m de 

espesor que fueron mantenidas de 1-6 h en la misma solución salina a temperatura 

ambiente (Bargas et al., 1994; Pérez-Burgos et al., 2008; Prieto et al., 2011; 

Hernández-González et al. 2014). 

A partir de las rebanadas, se disecó el estriado dorsal, y fue incubado en 

solución salina (con 10 mM de HEPES) y enzimas proteolíticas (1 mg/mL de 

Pronasa E tipo XIV durante 15-20 minutos a 34˚C). Después del periodo de 

digestión, el tejido fue transferido a una solución baja en Ca2+ (0.4 mM) para 

disociar mecánicamente a las neuronas con pipetas Pasteur pulidas con calor a 

grosores descendentes. El sobrenadante obtenido fue colocado (1 mL) en cajas 
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de cultivo de 35-mm Lux Petri montadas en la platina de un microscopio 

invertido. Las células se adhieren espontáneamente al fondo del plato (10-15 

minutos). Luego se perfundieron con 1 mL de la solución de registro que 

contenía (en mM): 0.001 tetrodotoxina (TTX), 140 NaCl, 3 KCl, 5 BaCl2, 2 MgCl2, 

10 HEPES y 10 glucosa (pH 7.4 ajustado con NaOH, 300±5 mOsm/l). Esta 

misma solución fue usada para perfundir a las células durante el registro 

mediante el control de miniválvulas  automáticas (Lee, Essex, CT, EUA). Las 

neuronas eGFP-positivas fueron visualizadas usando una lámpara UV  (X-Cite; 

EXFO, Ontario, Canadá). 

 

4.2  Registros en fijación de voltaje 

  Las corrientes de Ca2+ fueron obtenidas por medio de registros de 

fijación de voltaje en célula entera en NEPs de tamaño medio (10-12 m de 

diámetro y 5-10 pF de capacitancia, ver Yan y Surmeier, 1996) con unos cuantos 

troncos dendríticos cortos; el potencial de membrana se mantuvo en -80 mV. Se 

usaron pipetas de vidrio de borosilicato (WPI; Sarasota, FL) estiradas y pulidas 

con ayuda de un estirador de pipetas (Sutter Instruments, Novato, CA) y una 

microforja respectivamente (Nikon, Melville, NY, EUA). La composición de la 

solución interna fue (en mM): 180 N-methyl-D-glucamina (NMDG), 40 HEPES, 10 

EGTA, 4 MgCl2, 2 ATP, 0.4 GTP y 0.1 leupeptina (pH 7.2 ajustado con H2SO4, 

280±5 mOsm/l). Los registros de célula entera fueron realizados con técnicas 

estándar: la resistencia de los electrodos fue de 3-6 MΩ en el baño y el potencial 

de unión fue corregido (5-10 mV aproximadamente.). Los registros fueron 

obtenidos con ayuda de un amplificador (Axopatch 200B; Axon Instruments, 

Foster City, CA, EUA) controlados y monitoreados con el programa pClamp 
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versión 8.2 (Axon Instruments). Después de la ruptura del sello, la resistencia en 

serie (≤10 MΩ) fue compensada en un 70-80% y monitoreada periódicamente. 

Los registros fueron almacenados en una computadora a través de una tarjeta de 

adquisición de datos para su posterior análisis (Axon Instruments). 

La relación corriente-voltaje (curva I-V) obtenida con registros de corriente 

pasando por los canales de Ca2+ (utilizando Ba2+ como acarreador de carga; Fig.12) 

se tomó antes y después de la aplicación de los distintos fármacos. Estas curvas 

fueron construidas utilizando comandos rectangulares de voltaje (20 ms) de -80 a 

+50 mV en pasos de 10 mV (Fig. 12A) y con comandos de voltaje en forma de 

rampa (200 ms; 0.7 mV/ms) de -80 a +50 mV (Fig. 12B). Las curvas I-V obtenidas 

con ambos métodos coinciden y se superponen señalando que el control temporal y 

espacial de voltaje es adecuado (Fig. 12C; Bargas et al., 1994; Pérez-Rosello et al., 

2005; Pérez-Burgos et al., 2008, 2009; Prieto et al., 2009, 2011; Hernández-

González et al. 2014). Por razones de claridad en las figuras y para su mejor 

entendimiento, la mayor parte de estas muestran trazos representativos obtenidos 

con comandos en forma de rampa. Cabe mencionar que se utilizó Ba2+ como 

acarreador de carga ya que no es un buen sustituto de Ca2+ en la activación de 

enzimas intracelulares asociadas con “rundown” o inactivación de la corriente, 

también incrementa  la amplitud de la corriente aún en células pequeñas como las 

NEPs  evitando así usar acarreador de carga (Ca2+) en alta concentración para 

conseguir mayor resolución y además es un potente bloqueador de canales de K+. 

Los canales de Na+ fueron bloqueados con  1 µM de TTX. Adicionalmente, el K+ 

intracelular fue reemplazado con NMDG. Las corrientes aisladas fueron bloqueadas 

con 200-400 µM de Cd2+ (ver Bargas et al., 1994). 
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4.3 Registros en fijación de corriente 

 Como se mencionó previamente, se utilizaron ratones transgénicos  BAC D1 

o D2 eGFP  (25-30 días postnatales) para obtener rebanadas cerebrales las 

cuales fueron sumergidas en solución salina fría que contenía en (mM): 124 

NaCl, 2.5 KCl, 1.3 MgCl2, 2 CaCl2, 26 NaHCO3, 1.2 NaH2PO4 y 15 glucosa (pH 

Figura 12. Corriente macroscópica de Ca
2+

 
en neuronas neostriatales disociadas 
agudamente. A) Corrientes entrantes 
evocadas por comandos de voltaje 
despolarizantes  desde -80 a +50 mV en 
pasos de 10 mV (las colas de corriente fueron 
cortadas). B) Corriente entrante provocada en 
la misma neurona por un comando de rampa 
(0.7 mV/ms). C) Relación corriente-voltaje 
(gráfica I-V) construida a partir de ambos 
protocolos superpuestos (círculos: comandos 
en pasos; línea continua: comando en forma 
de rampa). La gráfica I-V hecha a partir del 
protocolo de rampa parece una función 
ajustada a la I-V obtenida con el protocolo de 
pasos. 
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7.4, 300±5mOsm/l, saturada con  95%  O2  y 5%  CO2).  Las rebanadas se 

incubaron en solución salina a temperatura ambiente por ≥1 h. 

 Luego de la incubación, las rebanadas fueron transferidas a una cámara de 

registro y se perfundieron continuamente con solución salina oxigenada (4–5 

ml/min). Los registros en fijación de corriente fueron realizados con la técnica de 

patch-clamp en configuración de célula entera en las NEPs. Las rebanadas se 

registraron usando microscopia de iluminación infrarroja. La adquisición de datos 

se realizó con un software diseñado en el ambiente  LabVIEW  (National 

Instruments, Austin TX). 

Las pipetas de registro (3–6 MΩ) fueron llenadas con solución interna 

(en mM): 115 KH2PO4, 2 MgCl2, 10 HEPES, 1.1 EGTA, 0.2 ATP, 0.2 GTP, 5% 

biocitina (pH = 7.2; 285±5mOsm/l). Las neuronas de proyección fueron 

identificadas por sus propiedades electrofisiológicas y su fluorescencia. Además, 

se llenaron con biocitina para ser posteriormente identificadas con técnicas 

inmunohistoquímicas. 

  Para evocar y registrar respuestas cortico-estriatales supraumbrales se 

estimuló la corteza sensoriomotora con electrodos bipolares concéntricos (50 μm 

en la punta, FHC, Bowdoinham, ME). La distancia entre el electrodo de registro y 

el de estimulación fue de 1 mm. Las respuestas sinápticas ortodrómicas fueron 

provocadas por una serie de pulsos de corriente de intensidad creciente hasta 

lograr las respuestas supraumbrales, con y sin disparo repetitivo de potenciales 

de acción. Los estímulos fueron producidos por el programa y controlados por 

una unidad de aislamiento (Digitimer Ltd, Inglaterra). El potencial de membrana 

se mantuvo a -80 mV, (cerca del ‘‘down’’-state o potencial de membrana en 

reposo; -81 ± 5 mV)  mientras las respuestas  cortico-estriatales postsinápticas 
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con duración de varios cientos de milisegundos eran inducidas (Flores-Barrera et 

al., 2010; 2011; Vizcarra-Chacón et al., 2013). Los trazos mostrados son la 

media de tres registros tomados posterior a la estabilización de la amplitud. 

  

4.4  Imagenología de calcio. 

 Se usaron ratones BAC D1 (16-21 días postnatales) que fueron sometidos a 

perfusión transcardíaca con una solución fría (en mM): 234 de sacarosa, 2.5 KCl, 

7 MgCl2, 0.4 CaCl2, 28 NaHCO3, 1.44 NaH2PO4, 7 glucosa, 0.28 ácido ascórbico 

y 4.5 piruvato (pH = 7.4 con NaOH, saturada con  95%  O2  y 5%  CO2) antes de 

la decapitación. Las rebanadas se obtuvieron con el mismo procedimiento. La 

perfusión transcardiaca permite la remoción de eritrocitos y preservación 

osmótica del tejido cerebral. 

  Posteriormente, las rebanadas se incubaron a 34 °C en la oscuridad 

durante 40 minutos con 6.5 µM del fluoróforo calcium orange AM (Invitrogen, 

C3015) y se equilibraron con  95%  O2  y 5%  CO2.  Se utilizó calcium orange 

para evitar contaminación de la señal fluorescente ya que el pico de su longitud 

de onda de emisión (572 nm) no se superpone con el pico de emisión de eGFP 

(508 nm). 

 Las rebanadas fueron perfundidas con solución salina control en una 

cámara fabricada en el laboratorio y ajustada en un microscopio vertical 

equipado con un objetivo 20X para inmersión en agua (Olympus XLUMPlanFI; 

Olympus America Inc.). La excitación fue con luz a 565 nm utilizando un 

iluminador Lambda LS (Sutter Instruments, Novato, CA). Los experimentos se 

realizaron a temperatura ambiente (20-22 ˚C). 
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 Las imágenes fueron adquiridas con una cámara digital (CoolSNAP K4, 

Photometrics; Roper Scientific, Tucson, AZ) a 100-250 ms / cuadro. El software 

de imagenología también fue diseñado en el laboratorio usando el entorno de 

LabVIEW. El campo de imagen fue de 800 X 800 µm. Se  tomaron películas 

cortas (180 s) y 20 ms de exposición / imagen; en las diferentes condiciones 

farmacológicas (10-15 min entre grabación de video para permitir la difusión del 

fármaco). Con el mismo programa se llevó a cabo el procesamiento inicial  de las 

series de imágenes. 

 Todas las neuronas activas en un campo fueron identificadas de forma 

automática y su promedio de fluorescencia se midió en función del tiempo. El 

ruido de fondo se descartó usando un filtro de promediación de 5 píxeles. Las 

señales de fluorescencia dependiente de calcio se calculan como: (Fi-Fo) / Fo, 

donde Fi es la intensidad de la fluorescencia en cualquier cuadro de la película y 

Fo representa la fluorescencia basal. Las señales de calcio provocadas por los 

potenciales de acción fueron detectadas con base en un valor umbral dado por  

el criterio  de la  primera derivada de la señal fluorescente. Esto es, sólo se 

tomaron en cuenta señales de calcio cuya primera derivada temporal fuera 

mayor que 2.5 veces la desviación estándar de la señal basal (Carrillo-Reid et 

al., 2008).  

 

4.5 Fármacos y materiales 

 Para las células disociadas los fármacos fueron aplicados mediante un 

sistema alimentado por la fuerza de gravedad con un tubo capilar posicionado a  

unos 100 µm de la célula registrada en el sentido del flujo de perfusión de modo 

que las soluciones fluyeran en su dirección. Los cambios de solución fueron 
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realizados con un sistema de microválvulas controlados con D.C. (Lee; Essex, 

CT, EUA). Este método permite la aplicación reversible de fármacos (ver Pérez-

Rosello et al., 2005). Para los registros en fijación de corriente e imagenología de 

calcio, los fármacos fueron administrados en la solución salina del baño de 

perfusión a partir de soluciones madre. La TTX  fue obtenida de Alomone 

Laboratories (Jerusalén, Israel). Las toxinas muscarínicas de mamba verde (MT-

3 y MT-7) fueron obtenidas de Peptides International (Louisville, KY, EUA). 

Nicardipina, muscarina y SKF-81297 de Sigma-Aldrich-RBI (St. Louis, MO, EUA). 

Los fármacos fueron  disueltos en agua para preparar soluciones madre y 

agregados en la solución de perfusión para tener la concentración final. La 

nicardipina  fue preparada en HCl (1%),  en cuyo caso, la solución salina control  

contuvo la misma concentración final del ácido. Las soluciones madre nunca 

fueron usadas por más de una semana.  

  

4.6 Análisis de los datos 

Los datos digitalizados fueron analizados y graficados con un programa 

de cómputo comercial (Origin 7; Microcal, Northampton, MA). Media, mediana y 

error estándar de la media (E.E.M.) de la modulación de la corriente acarreada 

por Ba2+  por los canales de Ca2+ (reportada aquí como corriente de Ca2+) 

medida al pico son reportadas. La prueba t de Student pareada o no pareada, y 

ANOVA de una o dos vías con prueba post hoc Bonferroni fueron utilizadas 

para comparar mediciones repetidas. Para muestras pequeñas se utilizó 

estadística libre de distribución tal como las pruebas ANOVA de Friedman o de 

Kruskal-Wallis con pruebas post hoc de Dunnette o bien la U de Wilcoxon o la 
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T de Mann Whitney (dependiendo de si fueron las muestras eran apareados o 

no). Utilizamos un nivel de significancia de  P < 0.05. 

    También utilizamos los programas comerciales Graphpad Prisma 5 y Systat 

11 para realizar o corroborar las diversas pruebas estadísticas. 

 

5. RESULTADOS 

5.1  La activación de los receptores muscarínicos M4 incrementa la 

corriente de Ca2+ en neuronas disociadas estriatales de la vía directa. 

Las NEPs expresan receptores muscarínicos de los tipos M1 y M4. Las 

acciones de los M1Rs ya han sido previamente reportadas ampliamente por el 

nuestro y otros laboratorios (Pérez-Rosello et al., 2005; Shen et al., 2007); 

demostrando que incrementan la excitabilidad de ambos tipos de NEPs al 

disminuir las corrientes salientes directa o indirectamente, atenuando las 

corrientes de Ca2+ que las activan (Pérez-Rosello et al., 2005; Vilchis et al., 

2000).  

Así, en este proyecto doctoral se estudió la modulación o regulación 

muscarínica (muscarina 1µM, Pérez-Rosello et al., 2005) mediada por los M4Rs 

sobre la corriente total de Ca2+. Los resultados del proyecto fueron publicados 

en la revista Neuropharmacology. Una copia del reimpreso de este documento 

ha sido añadida en el Anexo I. 

A partir de los ratones transgénicos BAC-D1 -eGFP  se obtuvieron 

neuronas estriatales de la vía directa (dNEPs). Adicionalmente, para aislar el 

efecto de los M4Rs se empleó  un antagonista de los M1Rs altamente selectivo 

que forma una interacción fuerte y estable: la toxina muscarínica MT-7 a una 

concentración saturante (50 nM; Bradley, 2000; Karlsson et al., 2000; 
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Jerusalinsky et al., 2000; ver Fruchart-Gaillard et al. 2006, la Ki es de 14 pM). 

Este diseño experimental permitió tener sólo a los M4Rs como los únicos 

receptores disponibles para la activación por el agonista muscarina en las 

dNEPs, ya que estos receptores se expresan preferentemente en dicha vía 

(Santiago y Potter., 2001 y Yan et al., 2001). En la parte izquierda de la figura 

13A se muestra el curso temporal de la amplitud de la corriente macroscópica 

de Ca2+ obtenido de un registro en una dNEP de ratón BAC D1-eGFP  antes, 

durante y después de la adición de muscarina 1 µM  en presencia continua de 

MT-7 (con los M1Rs bloqueados). Se observó que la muscarina incrementó la 

corriente de Ca2+ y que este efecto es reversible. A la derecha del curso 

temporal (Fig. 13A) se muestran gráficas I-V representativas durante los 

momentos indicados con números en el curso temporal. La figura 13B ilustra 

histogramas resumiendo los resultados en una muestra de experimentos 

similares en dNEPs, donde la activación de los M4Rs por muscarina  produjo un 

incremento en la corriente de Ca2+ de 51 ± 9%, (mediana 32%, n = 20; ***P = 

0.0001; prueba t de Student pareada). 

 Del mismo modo, se realizaron estos experimentos en un grupo de 

iNEPs obtenidas de ratones BAC D2-eGFP también en presencia de MT-7.  El 

curso temporal y la curva I-V obtenidos de una célula representativa se ilustran 

en la figura 13B. Como se puede notar, la muscarina no produjo un efecto 

significativo  en las iNEPs (porcentaje de modulación 7 ± 3%, mediana 5%, n = 

8, NS, Prueba t de Student pareada; figura 13D). Estos experimentos 

confirmaron que los receptores M4R se expresan preferentemente en las 

dNEPs (Yan et al., 2001).  
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Adicionalmente, estos experimentos fueron realizados en NEPs de rata 

donde se observaron resultados concordantes (datos no mostrados). Es decir, 

en la  mitad de las células, la muscarina produjo un incremento de la corriente 

(38 ± 9%, mediana 32%; n = 8; **P = 0.032, Prueba t de Student pareada) y en 

la otra mitad el efecto no fue significativo (1.5 ± 0.3%, mediana 1%, n = 9; NS, 

Prueba t de Student pareada), sugiriendo que este resultado es reproducible en 

diferentes especies.  

 Para corroborar que el aumento de la corriente de Ca2+ en presencia de 

MT-7 en las dNEPs se debe a la activación de los M4Rs, se aplicó muscarina 

en presencia de 20 nM de la toxina muscarínica MT-3 (antagonista potente y 

selectivo de estos receptores, la Ki es 1.3 nM; Bradley, 2000; Jerusalinsky et 

al., 2000; Karlsson et al., 2000; Purkerson y Potter, 1998). Como se muestra en 

el curso temporal y se indica con los números en las curvas I-V  de la figura 

Figura 13. El agonista muscarina modula la corriente de Ca
2+

 en las neuronas estriatales de proyección 
de la vía directa a pesar de que los receptores M1 se encuentren bloqueados. A) 50 nM de MT-7 fueron 
adicionados para bloquear los receptores M1 y asegurar que los efectos muscarínicos se deben únicamente a la 
activación de los receptores M4: el curso temporal de la  amplitud de la corriente de Ca2+ mostrando que la 
adición de muscarina incrementa la corriente en neuronas estriatales de la vía directa  (dNEPs) de ratones BAC 
D1-eGFP. El panel derecho muestra la gráfica I-V obtenida en diferentes momentos durante el experimento como 
se indica con los números en el curso temporal. B) La amplitud de la corriente de Ca2+ aumentó de manera 
significativa (aplicación de muscarina en color verde) en todas las dNEPs registradas. C) El curso temporal de un 
experimento similar en neuronas estriatales de la vía indirecta (iNEPs) de ratones BAC D2-eGFP muestra que la 
muscarina (trazo color rojo) no modula la corriente de Ca2+ cuando los receptores M1 están bloqueados con MT-
7. Las gráficas I-V indican con números los momentos del curso temporal de donde fueron tomadas. D) No se 
observaron efectos significativos de la muscarina sobre las iNEPs en estas condiciones. 
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14A, las acciones de la muscarina (trazo verde) fueron prevenidas por MT-3. 

Los histogramas (Fig. 14B) denotan la ausencia de cambios significativos por 

acción muscarínica en dNEPs cuando ambas toxinas MT-3 y MT-7  se 

encuentran presentes; apuntando a que el incremento de la corriente de Ca2+ 

en dNEPs ocurre por la activación de los M4Rs  y que los receptores M1 y M4 

son los únicos receptores muscarínicos presentes en las dNEPs (Fig.14B; n = 

9,  5 ± 1%, mediana 4%; NS, Prueba t de Student pareada). 

 

 

 

 

 

 

 

  

Hay varios tipos de canal de Ca2+ en las NEPs: CaV1.2,3 y CaV2.1-3 

(Bargas et al., 1994, Salgado et al., 2005; Martella et al., 2008), los cuales 

pueden ser bloqueados con concetraciones micromolares de Cd2+ (200-400 

Figura 14. Los receptores M4 modulan selectivamente a la corriente de Ca
2+

 en las dNEPs. A) Curso 
temporal de la amplitud de la corriente de Ca2+ en una dNEP mostrando que la muscarina no tiene efecto en 
presencia de  50 nM de MT-7 y 20 nM de MT-3, es decir, cuando los receptores M1 y M4 están bloqueados con 
estos antagonistas específicos. Panel derecho: la curva I-V representativa obtenida en diferentes momentos 
durante el experimento como se indica por los números en el curso temporal (muscarina en color verde). B) La 
muscarina no tiene efecto significativo en las dNEPs cuando ambos tipos de receptor están bloqueados, 
sugiriendo que el incremento muscarínico de la corriente de Ca2+ es específico de los receptores M4 (de 
hecho, los receptores M1 disminuyen la corriente de Ca2+; Pérez-Rosello et al., 2005). C) Curso temporal 
ilustrando que la corriente potenciada por 1 µM de muscarina en dNEPs, en presencia de MT-7, es completa y 
reversiblemente bloqueada por 400 µM de Cd2+, sugiriendo que toda la corriente registrada  fluye a través de 
canales de Ca2+. En el panel derecho la curva I-V representativa indica con números los momentos del curso 
temporal en los que fueron adquiridas. D) Los histogramas corresponden a las muestras de este experimento 
mostrando que la corriente aumentada por muscarina es acarreada por canales de Ca2+. 
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M, ver Bargas et al., 1994). En la figura 14C se corroboró que la corriente 

potenciada por la activación de los M4Rs en las dNEPs es la corriente de Ca2+. 

Note el bloqueo completo de la corriente  en presencia de MT-7, tanto en el 

curso temporal como en las curvas I-V. El bloqueo por  Cd2+ fue reversible. La 

figura 14D muestra el histograma que resume los datos muestrales (n = 26; 

ANOVA  con prueba post-hoc Bonferroni: F2,57=10.75, ***P = 0.0001; control vs. 

muscarina: **P = 0.021; muscarina vs. Cd2+: ***P<0.0001).  

 Debido a los efectos de MT-3 y Cd2+, concluimos que cuando los M1Rs 

no se encuentran disponibles por el bloqueo de MT-7, la muscarina actúa a 

través de los M4Rs para incrementar la corriente de Ca2+ en las dNEPs. Estos 

efectos no se pudieron observar en iNEPs. Sin embargo, como se mencionó 

antes, los M1Rs disminuyen  no aumentan la corriente de Ca2+ en las NEPs de 

ambas vías (Pérez-Rosello et al., 2005), indicando que los efectos 

muscarínicos potenciadores sean mediados por los M4Rs. 

 

5.2  La activación de los receptores muscarínicos M4 incrementa la 

corriente de Ca2+ a través de canales CaV1. 

Para comenzar a dilucidar el mecanismo de acción de los M4Rs, se 

cuestionó cual componente de la corriente de Ca2+ estaría siendo modulado 

(Bargas et al., 1994). Primero se usó nicardipina (5 µM) para determinar la 

participación de los canales CaV1. En la figura 15A se ejemplifica el curso 

temporal  del efecto de esta dihidropiridina sobre la amplitud de la corriente de 

Ca2+ en presencia de MT-7: se bloqueó parte de la corriente de Ca2+ (Salgado 

et al., 2005).  
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De manera interesante, cuando los canales CaV1 se encontraban 

bloqueados con la nicardipina, la activación de los M4Rs no produjo cambios 

significativos en dNEPs (Fig. 15A).  Las curvas I-V  representativas se ilustran 

en la figura 15B (muscarina en color verde).  Estos mismos resultados fueron 

encontrados en una muestra de dNEPs tal como lo indican los histogramas en 

la figura 15C (3 ± 1%, mediana = 2, n = 6, NS, Prueba t de Student pareada). 

Se sabe que los canales de Ca2+ son modulados por GPCRs a través de  

varios mecanismos (ver arriba): uno que depende del voltaje (sensible a la 

despolarización) es delimitado a membrana e involucra la unión de las 

subunidad βγ de la proteína G a regiones citoplásmicas del canal (Tedford y 

Zamponi, 2006);  otro mediado por segundos mensajeros que pueden difundir 

por el citosol y que es independiente del voltaje (Hille, 2001) y aun otro 

mediado por la hidrólisis de fosfoinosítidos (Suh y Hille, 2005).  

Debido a que los M4Rs actúan modulando los canales CaV1, se consideró 

que el mecanismo no es delimitado a membrana (Ding et al., 2006; Dolezal y 

Tucek, 1999; Tedford y Zamponi, 2006; Vivas et al., 2012; Yan y Surmeier, 

1996). Aún asi, se decidió examinar este mecanismo. Se emplearon neuronas 

disociadas de ratones BAC D1-eGFP para observar la modulación muscarínica 

con un protocolo de doble pulso que  consiste en aplicar dos pulsos de 

magnitud idéntica (Pulso 1 y 2 a 0 mV), separados por un pulso despolarizante 

llamado pulso condicionante a +80 mV (Fig. 15D-F). Este pulso provoca la 

remoción de modulación por proteínas G de los canales. Entonces,  si se trata 

de una regulación dependiente de voltaje, la comparación de la amplitud de la 

corriente modulada entre el pulso 1 y el 2, la amplitud durante el segundo pulso 

se vería alterada en comparación a la observada en el primer pulso.  Al 
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cociente entre la corriente en el pulso 2 y la corriente en el pulso 1 se le 

denomina índice de facilitación. Como se puede apreciar, después de remover 

la modulación constitutiva por proteínas G,  el cambio en la magnitud absoluta 

de la corriente después de la adición de muscarina (1 M, trazo color verde) no 

fue significativamente diferente (Figs. 15E, F; n = 6; NS, Prueba t de Student 

pareada). Este resultado sugiere que la modulación de los M4Rs sobre los 

canales CaV1 no es delimitada a membrana o dependiente de voltaje.  

La cascada de señalización utilizada por estos receptores para aumentar la 

corriente a través de los canales CaV1 requiere de mayor estudio. 
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5.3  El incremento en la corriente de Ca2+ llevada por los canales CaV1 

induce un aumento de la excitabilidad en las neuronas de la vía directa 

debida a los receptores M4. 

Se ha reportado que un aumento de la corriente de Ca2+ acarreada a 

través de los canales tipo CaV1 facilita las despolarizaciones provocadas 

por estímulos incrementando el disparo de PAs en las NEPs (Hernández-

López et al., 1997; Pérez-Garci et al., 2003). Esta actividad se observa de 

manera preferencial a potenciales de membrana despolarizados (p. ej., -60 

mV, más cerca del estado activo o “up-state”) donde la participación de 

algunas corrientes de K+ está atenuada por la inactivación (Galarraga et al., 

1997; Hernández-López et al., 1997; Nisenbaum et al., 1996; Pérez-Garci et 

al., 2003). Para averiguar si el aumento en la corriente llevada por los 

canales CaV1 e inducida por los M4Rs produce una despolarización 

suficiente para incrementar la excitabilidad, se realizaron experimentos en 

configuración de célula entera en fijación de corriente. Los experimentos se 

hicieron en dNEPs  e iNEPs utilizando rebanadas de cerebro de ratones 

BAC D1-eGFP y BAC D2-eGFP, respetivamente. En la figura 16 se 

ejemplifican estos experimentos: de arriba a abajo en las figuras 16A y B se 

Figura 15. La corriente de Ca
2+

 potenciada por los receptores M4 es mediada por canales CaV1 (L). A) Curso 
temporal ilustrando, primero, que la corriente de Ca2+ en las dNEPs se reduce con nicardipina (5 µM) un 
antagonista de los canales CaV1 (las barras horizontales indican el tiempo de aplicación de las drogas). Segundo, 
que una vez bloqueados los canales CaV1 la acción de la muscarina (1 µM) sobre la corriente de Ca2+ de las 
dNEPs fue ocluida. B) Curvas I-V obtenidas en diferentes momentos durante el experimento como se indica con 
los números en el curso temporal. La MT-7 estuvo presente durante todo el experimento. C) La muscarina no tuvo 
efectos significativos sobre la corriente de Ca2+ una vez que los receptores M1 y los canales CaV1 estaban 
bloqueados en las dNEPs. D) Protocolo de doble pulso (“pre-pulse facilitation/relief protocol”) utlizado para poner 
a prueba la dependencia de voltaje de la modulación mediada por receptores M4. E) La corriente de Ca2+ 
provocada por el protocolo en (D) antes (trazo negro) y después de aplicar muscarina (trazo verde). Note que el 
pulso condicionante a +80 mV cambió la cinética y la amplitud de la corriente de Ca2+ sugiriendo una acción 
constitutiva de las proteínas G. Sin embargo, la modulación muscarínica fue la misma antes y después de la 
despolarización condicionante a +80 mV. Lo que sugiere que  el efecto mediado por los receptores M4 no es 
delimitado a membrana, acorde con la modulación de los canales CaV1. F) Amplificación de los trazos en (E) 
antes y después del pulso condicionante.   
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muestran las respuestas a pasos de corriente intracelular despolarizante 

(arriba) desde un potencial de mantenimiento de  -60 mV. Los controles 

fueron diseñados para evocar el mismo número de PAs en las dNEPs y las 

iNEPs (Figs. 16A, B control en negro). En estas condiciones, la adición de 

MT-7  para bloquear a los M1Rs no produjo ninguna consecuencia 

significativa (Figs. 16A, B +MT-7 en gris; NS), sugiriendo la ausencia de una 

actividad constitutiva por parte de estos receptores, al menos bajo estas 

condiciones. Cuando los M4Rs fueron los únicos receptores muscarínicos 

disponibles en las NEPs, la adición de muscarina (1 µM) aumentó el número 

de PAs en las dNEPs pero no en las iNEPs (Figs. 16A, B +muscarina en 

verde y rojo, respectivamente). Estos resultados muestran que los efectos 

muscarínicos facilitadores previamente reportados en las iNEPs, se deben 

únicamente a los M1Rs. También sugieren que las acciones facilitadoras en 

las dNEPs se deben a ambos receptores M1 y M4 (Galarraga et al., 1999; 

Pérez-Rosello et al., 2005). La subsecuente administración de nicardipina 5 

µM  disminuyó el número de potenciales de acción en ambos tipo 

neuronales, debido a que los canales CaV1 se expresan en todas las NEPs 

(Figs. 16A, B +nicardipina en gris claro). Puesto que la nicardipina bloqueó 

el incremento del disparo de potenciales de acción producido por la 

activación de M4Rs observado en las dNEPs, también se demuestra que los 

canales CaV1 son los responsables de esta acción muscarínica (Pérez-

Garci et al., 2003). La gráfica en la figura 16C resume los resultados de una 

muestra de células tomadas de ambas clases de ratones BAC, donde se 

aprecia que la activación de los M4Rs incrementó de manera significativa la 

frecuencia de disparo en las dNEPs (n = 6; F2,35 = 52.3, ***P <0.0001; 
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ANOVA de dos vías con prueba post hoc Bonferroni ***P<0.001. La 

muscarina no tuvo efecto significativo en la frecuencia de disparo de la 

iNEPs (Fig. 16C; n = 6, NS), así que el efecto muscarínico en presencia de 

MT-7 fue significativamente mayor en las dNEPs en comparación con las 

iNEPs (n = 12; ***P = 0.0012; prueba ANOVA de Kruskal-Wallis). Como era 

de esperar, el uso de 50 nM de MT-3 también bloquea este incremento de 

la excitabilidad en las dNEPs (no se muestra). Para concluir, el aumento en 

la corriente llevada por los canales CaV1 y debida a la activación de los 

M4Rs puede incrementar la frecuencia de disparo de las dNEPs cuando se 

usa estimulación directa o intracelular. A continuación se preguntó si la 

modulación inducida por los M4Rs también se puede observar durante la 

activación por estimulación sináptica.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. El incremento de la 
corriente de Ca

2+
  llevada por los 

canales tipo CaV1 y mediado por los 
receptores M4 aumenta la excitabilidad 
de las neuronas de la vía directa. A, B) 
de arriba abajo: estímulos de corriente 
despolarizante que provocan disparo de 
potenciales de acción tanto en las 
dNEPs (A) como en las iNEPs (B). Las 
condiciones control fueron elegidas para 
obtener el mismo número de potenciales 
de acción en ambos tipos neuronales 
(control en negro). 50nM de MT-7 fueron 
agregados para bloquear los receptores 
M1 (+MT-7 en gris). Esta maniobra no 
cambió la frecuencia de disparo. A 
continuación se aplicó muscarina (1 µM) 
a la solución salina del baño de perfusión 
(+muscarina en verde y rojo). La 
muscarina indujo un incremento en la 
frecuencia de disparo de las dNEPs (n = 
6) pero no en las iNEPs (n = 6). Al 
bloquear los canales CaV1 con 
nicardipina (5 µM) (+nicardipina en gris 
claro) se redujo el disparo en ambos 
tipos neuronales. Con este experimento 
se muestra que el bloqueo de estos 
canales previene la acción de los 
receptores M4 sobre el disparo neuronal. 
C) La gráfica ilustra la frecuencia de 
disparo promedio en cada condición 
tanto en las dNEPs (verde) como en las 
iNEPs (rojo) identificadas  con ratones 
transgénicos D1 y D2-eGFP. Las 
diferencias fueron significativas. 
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Es sabido que las NEPs reciben entradas polisinápticas y convergentes 

que se pueden observar después de un sólo estímulo supraumbral dado en la 

corteza (Vizcarra-Chacón et al., 2013). Éstas respuestas sinápticas u 

ortodrómicas activan tanto dNEPs como iNEPs, así como interneuronas 

colinérgicas y de otro tipo durante un lapso de tiempo de varios cientos de 

milisegundos (Flores-Barrera et al., 2010; Vizcarra-Chacón et al., 2013). Las 

respuestas cortico-estriatales supraumbrales provocadas en las dNEPs son 

muy diferentes a las manifestadas por las iNEPs. Las respuestas de las dNEPs 

son más duraderas y disparan más PAs (Arias-Garcia et al., 2013; Flores-

Barrera et al., 2010; Vizcarra-Chacón et al., 2013). Por lo tanto, un objetivo de 

los siguientes experimentos fue observar si  la señalización mediada por los 

receptores muscarínicos es lo suficientemente rápida para intervenir en la 

regulación de las respuestas sinápticas de las NEPs. El otro objetivo fue 

observar si las respuestas sinápticas también pueden ser moduladas por los 

M4Rs. 

En las figuras 17A y B se muestra que respuestas sinápticas duran lo 

suficiente para detectar la modulación inducida por los GCPR muscarínicos (cf, 

Arias-García et al., 2013; Pérez-Burgos et al., 2008; 2010; Shen et al., 2005). El 

bloqueo de los M1Rs en las neuronas de ratones BAC D1 and D2-eGFP revela 

las acciones endógenas de la ACh (Galarraga et al., 1999), la cual sostiene las 

despolarizaciones sinápticas con el fin de disparar trenes de PAs (figuras 17A y 

B: los trazos negros son las respuestas control y los trazos en gris son las 

respuestas en presencia de MT-7).  Debido a que no se detectó actividad 

endógena de la ACh cuando se usó estimulación directa (Fig. 16, arriba), se 

infiere que la influencia muscarínica durante la respuesta sináptica se debe a la 
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activación cortical de la interneuronas colinérgicas (Galarraga et al., 1999; 

Vizcarra-Chacón et al., 2013). 

En ambos tipos de neuronas, dNEPs (n = 6) e iNEPs (n = 7) las restas 

digitales de los controles menos los registros en presencia de MT-7 (los trazos 

debajo de los registros antes y durante MT-7) muestran que el bloqueo de los 

M1Rs disminuye la amplitud de la respuesta. Sin embargo, la influencia 

muscarínica pareció ser más importante en las dNEPs donde se abole el 

disparo repetitivo prolongado (Figs. 17A, B). En cambio, el típico y breve tren 

de potenciales de acción de las iNEPs casi no se ve afectado. 

Las figuras 17C y D ejemplifican que, en presencia de MT-7, la 

muscarina fue capaz de restaurar la despolarización y el disparo en las dNEPs 

(en verde) sin ocasionar efecto en las iNEPs (en rojo), demostrando por tanto, 

que la despolarización muscarínica de las respuestas sinápticas en las dNEPs 

se debe a ambos receptores: M1 y M4. La despolarización inducida por los 

M4Rs en las dNEPs pudo ser bloqueada tanto por 5 µM nicardipina (Fig. 17E) 

como por 20 nM MT-3 (no ilustrado). 

Para cuantificar mejor estos efectos se midieron las áreas bajo la 

respuesta sináptica supraumbral (mV·ms) (Flores-Barrera et al., 2010; Vizcarra-

Chacón et al., 2013). La adición de 50 nM de MT-7 al baño de perfusión 

disminuyó las respuestas en ambos tipos de célula dNEPs e iNEPs (Fig. 17F; 

ANOVA: F2,38 = 11.7; **P 0.001 con prueba post hoc Bonferroni  ***P<0.001; y 

ANOVA Friedman: **P = 0.028 con prueba post hoc Dunnette: P < 0.05).  

Por otra parte, la muscarina restauró de manera significativa la 

despolarización sináptica en las dNEPs, induciendo el retorno del disparo 

repetitivo (diagrama de caja en la figura 17G: F2,38=24.5, ***P <0.0001; ANOVA 
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con prueba post hoc Bonferroni **P<0.001. El disparo de las iNEPs no cambió 

de manera significativa luego de la adición de muscarina en presencia de MT-7 

(Fig 17G).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Las acciones muscarínicas pueden observarse en las respuestas sinápticas cortico-
estriatales de las neuronas estriatales de proyección. A, B) Respuestas supraumbrales típicas de 
dNEPs (A, n = 6) e iNEPs (B, n = 7) corroborando que son diferentes (Flores-Barrera et al., 2010). Los 
trazos negros son los controles. Los trazos grises son las respuestas después de la aplicación del 
antagonista a los receptores M1: 50nM de MT-7. Se redujeron de manera significativa las respuestas 
supraumbrales en ambos tipos neuronales demostrando que las respuestas activadas de forma 
ortodrómico incluyen un componente de origen colinérgico metabotrópico. Los trazos inferiores en A y 
B son restas digitales ilustrando que la MT-7 hiperpolariza ambas respuestas. C, D) En la presencia 
continua de MT-7, se agregó 1µM de muscarina al baño. Note que las dNEPs recuperaron parciamente 
el disparo de potenciales de acción. Las restas digitales en la parte inferior indican que la muscarina 
despolarizó a las dNEPs (verde) pero no a las iNEPs (rojo). E) Registros de respuestas supraumbrales 
en una dNEP siguiendo la secuencia experimental (flecha): el dispararo en condiciones control es 
reducido por MT-7, es restaurado por muscarina y es bloqueado por nicardipina. F) Los diagramas de 
caja indican los cambios en las áreas bajo las respuestas de ambos tipos neuronales después de 
agregar MT-7. G) Cuando se adicionó muscarina en presencia de MT-7 hubo un aumento del área bajo 
la respuesta de las dNEPs pero no de las iNEPs. 
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En conclusión, la señalización muscarínica mediada por proteínas G puede 

ser detectada durante respuestas sinápticas tal como se mostró previamente 

con los receptores dopaminérgicos (Flores-Barrera et al., 2011). Además, 

debido a la diferente manera de generar las respuestas supraumbrales, la 

modulación producida por los M4Rs durante las respuestas sinápticas puede 

observarse en las dNEPs pero no en las iNEPs. Es decir, la transmisión cortico-

estriatal es una composición de activaciones ionotrópicas polisinápticas 

(Vizcarra-Chacón et al., 2013) junto con respuestas metabotrópicas que 

modulan las corrientes intrínsecas que se activan durante estas respuestas. 

Las respuestas muscarínicas en las dNEPs involucran la señalización de 

ambos receptores: M1 y M4. Por lo tanto, se justifica la investigación adicional 

que incluya el uso de los nuevos ligandos alostéricos (fuera del alcance del 

presente estudio). Acaso pudiera demostrarse que las acciones muscarínicas 

de las vías directa e indirecta pueden separarse en condiciones control y 

patológicas. 

 

5.4  La activación de los receptores muscarínicos M4 aumenta 

selectivamente la excitabilidad de las neuronas de la vía directa 

durante la actividad del circuito estriatal. 

Aunque los estudios enfocados a una célula pueden exponer las acciones 

postsinápticas directas, la incoherencia entre estos estudios y los obtenidos a 

partir de células integradas en sus circuitos se presenta muy a menudo,  

mostrando una variabilidad inesperada (ver Carrillo-Reid et al. 2011). Por lo 

tanto, para observar si las acciones de los M4Rs son lo suficientemente 

robustas como para preservarse a nivel del micro-circuito neuronal (López-
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Huerta et al., 2013; Plata et al., 2013), se realizaron experimentos de 

imagenología de calcio en rebanadas cortico-estriatales usando calcium orange 

como indicador de Ca2+ y por tanto, de la actividad de docenas de neuronas 

simultáneamente, sin perder la resolución de célula única (Carrillo-Reid et al., 

2008; 2009a; 2011; Jaidar et al., 2010; Plata et al., 2013). El calcium orange 

permite que la fluorescencia verde usada para identificar a las dNEPs (GFP+) 

no interfiera con la fluorescencia que refleja la actividad eléctrica de las 

neuronas (naranja).  Se tomaron series de imágenes en campos del estriado 

dorsal (ver Métodos) y se obtuvieron secuencias de imágenes de 3 minutos de 

la actividad de la red, que se presenta en matrices de tipo rastreo (“raster 

plots”) (Figs. 18A GFP+, B GFP-). 

Nuestro laboratorio ha descrito previamente que una de las acciones 

facilitadoras de los M1Rs se debe a las corrientes entrantes persistentes de Na+ 

(Carrillo-Reid et al., 2009b). Por lo tanto, nos preguntamos  si la corriente 

entrante a través de los canales CaV1 también podía inducir una acción 

facilitadora en la red incluso con los M1Rs bloqueados. 

En las gráficas de tipo rastreo o matrices de bits (“raster plots”) de las 

figuras 18A y B, el eje Y indica el número de neuronas registrado donde cada 

fila denota la actividad de una sola neurona a lo largo del tiempo (Carrillo-Reid 

et al., 2008). En el panel izquierdo de la figura 18A cada punto denota el 

disparo de una célula y la malla de puntos indica que hay actividad espontánea 

de un grupo de neuronas GFP+ (dNEPs, puntos verdes). 
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El histograma en la parte inferior muestra la suma de los eventos de las 

neuronas que se activaron juntas en la misma ventana de tiempo o imagen. 

Note que cuando varias neuronas disparan juntas aparecen picos espontáneos 

y significativos de co-activación neuronal (panel izquierdo: picos significativos 

de disparo correlacionado en verde).  

Tras la adición de 50 nM de MT-7 al baño de perfusión, la actividad 

neuronal se redujo (menos puntos) y los picos de las células coactivas 

desaparecieron (panel central), consistente con una pérdida del tono 

muscarínico (ACh endógena) presente durante actividad del microcircuito 

(Galarraga et al., 1999; Carrillo-Reid et al., 2009a). Por último, el panel derecho 

Figura 18. Los receptores M4 activan 
selectivamente  a las neuronas de la vía directa 
en el microcircuito activo. La imagenología de 
calcio con “calcium orange” permite la visualización 
de la actividad de varias neuronas 
simultáneamente sin la interferencia de la GFP. A) 
Gráfica tipo rastreo de la actividad de varias 
dNEPs (GFP+) de ratón BAC D1-eGFP. El eje Y 
muestra el número de neuronas visualizadas 
mientras que cada fila indica la actividad de una 
sola neurona, el eje X es el tiempo en segundos. 
Cada punto indica el disparo de una célula. Cada 
panel es un video de 3 minutos. Panel izquierdo: 
actividad control. Panel central: bloqueo de los 
receptores M1 con MT-7 provocando que la 
actividad disminuya en las neuronas ya activadas. 
Panel derecho: la subsecuente aplicación de 1 
muscarina µM en presencia continua de MT-7 
recuperó la actividad. El histograma inferior 
muestra picos significativos de actividad 
correlacionada (células coactivas) en el control. 
Los picos de co-actividad se pierden en presencia 
de MT-7 y se recuperan al adicionar muscarina en 
presencia de MT-7 (en verde). B) La segunda 
gráfica muestra la actividad de neuronas GFP- del 
mismo experimento. Panel izquierdo: actividad 
control. Panel central: el bloqueo con MT-7 
disminuyó la actividad neuronal. Panel derecho: la 
aplicación subsecuente de muscarina no restauró 
la actividad de las neuronas GFP-. El histograma 
muestra que estas células tuvieron picos 
significativos de co-activación sólo en condiciones 
control. C) Gráfica indicando la media ± E.E.M del 
número promedio de neurona activas por minuto 
para GFP+ (verde) y GFP-(rojo). Las neuronas 
fueron tomadas del mismo experimento para 
mayor claridad. Las tres condiciones son: control, 
en presencia de MT-7 y MT-7 más muscarina. 
Note que sólo las células GFP+ (dNEPs) 
respondieron a la muscarina cuando los receptores 
M1 se bloquean. 
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muestra la acción de la muscarina (1µM) añadida en presencia continua de MT-

7. La actividad se recuperó en gran medida y los picos de células coactivas 

reaparecieron (histograma en la parte inferior). Este efecto fue bloqueado con 

MT-3 en dos experimentos (no ilustrado).  

La Figura 18B muestra un raster plot similar que ilustra la actividad 

espontánea de las neuronas GFP- (puntos rojos) tomadas del mismo 

experimento; de una rebanada de un ratón BAC D1-eGFP. El panel izquierdo 

muestra la actividad control que presenta picos significativos de células 

coactivas (picos rojos). El panel de en medio muestra que el bloqueo de los 

M1Rs redujo esta actividad como en las células GFP+. Pero cuando la 

muscarina se añadió en presencia continua de MT-7 (panel derecho), la 

actividad no fue recuperada en las células GFP-. Debido a que estos 

experimentos se realizaron en rebanadas de cerebro de ratones BAC D1-eGFP 

(dNEPs) es lógico inferir que la mayoría de las células GFP-  son iNEPs 

(aunque algunas interneuronas también pueden estar presentes).  La gráfica en 

la figura 18C  muestra  la media ± E.E.M de las neuronas activas por minuto 

luego de juntar las células  activas provenientes de 4 rebanadas de diferentes 

animales (n = 88 neuronas GFP+, gráfica en verde y n = 116 neuronas GFP- , 

gráfica en rojo). La actividad promedio por minuto de las neuronas GFP+ y 

GFP- no presentó diferencias significativas en condiciones control, pero 

disminuyó significativamente en ambas poblaciones neuronales luego de la 

adición de MT-7 (50 nM) (***P = 0.001 comparado con sus respectivos 

controles; ANOVA con prueba post-hoc Bonferroni), sugiriendo que los 

receptores M1Rs censan el tono de ACh endógeno durante la actividad control 

del microcircuito. Sin embargo, la divergencia se encontró cuando se agregó 
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muscarina (1µM) a la solución del baño: sólo las neuronas GFP+ recuperaron 

el nivel de actividad que tenían en presencia de MT-7 (**P = 0.002; ANOVA con 

prueba post-hoc Bonferroni). De hecho, las neuronas GFP-  no cambiaron su 

nivel de activad de manera significativa con respecto al tratamiento con MT-7. 

En neuronas GFP+ la actividad neuronal fue significativamente diferente con 

MT-7 co-aplicado con muscarina, comparada con neuronas GFP- (P = 0.001; 

Prueba t de Student con  ajuste Bonferroni y  prueba U de Mann-Whitney). 

Estos resultados indican que las acciones de los M4Rs se pueden observar en 

la mayoría de las neuronas registradas de manera aislada o en rebanadas y 

siguen siendo predominantes durante la actividad del microcircuito y no son el 

resultado de centrarse en las células individuales (ver Carrillo-Reid et al., 

2011).  

Resumiendo, se obtuvieron resultados consistentes para los efectos de 

los M4Rs en neuronas disociadas, en el disparo evocado de manera directa con 

inyección de corriente, en el disparo evocado sinápticamente y en las neuronas 

disparando durante la función de microcircuito: la activación de los M4Rs 

aumentó la actividad de dNEPs durante el  bloqueo de los M1Rs, pero no 

aumentó la actividad de iNEPs en las mismas condiciones. Es decir, la 

activación de los M4Rs selecciona a la vía directa. 

 Debido a que las acciones de los M4Rs provienen de incrementar la 

corriente CaV1, y dado que los receptores dopaminérgicos D1 también modulan 

esta corriente  y se expresan en los mismas dNEPs, se consideró importante 

saber si existe alguna posible interacción entre las modulaciones de los 

receptores M4 y D1.  
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5.5  Interacciones entre los receptores muscarínicos M4 y dopaminérgicos 

D1. 

Las dNEPs co-expresan tanto D1Rs como M4Rs (Ince et al., 1997; Jeon et 

al., 2010). Se ha demostrado que los receptores M4Rs aumentan la corriente 

mediada por canales CaV1 y por lo tanto aumentan la excitabilidad de las 

dNEPs. Trabajos previos mostraron que la activación de los D1Rs produce 

acciones similares al aumentar la corriente a través de los mismos canales 

CaV1 (Bargas et al., 1994; Flores-Barrera et al., 2011; Galarraga et al., 1997; 

Hernández-López et al., 1997; Surmeier et al., 1995). Por lo tanto, se cuestionó 

a continuación si estos efectos se producen mediante mecanismos que se 

añaden o mecanismos que se obstruyen entre sí, y si las posibles interacciones 

pueden depender del orden de activación de los receptores. 

 Para ello, se registraron dNEPs obtenidas de ratones BAC D1-eGFP que 

fueron estimuladas con pulsos de corriente despolarizante para evocar el 

disparo de PAs a un potencial de mantenimiento de -60mV y en presencia 

continua de 50 nM de MT-7  para bloquear los M1Rs (Fig. 19).  De arriba hacia 

abajo, los trazos de voltaje en las Figuras 19A y B muestran el disparo de 

dNEPs en presencia de MT-7, después en presencia de muscarina (1 µM, en 

verde) para activar a los M4Rs (Fig. 19A1 parte media) o en presencia de SKF-

81297 (10 µM, en azul), un agonista de los D1Rs (Fig. 19B1 parte media). La 

frecuencia de disparo incrementó en ambos casos. A continuación, el agonista 

SKF-81297 fue añadido a la célula previamente facilitada por la muscarina y en 

presencia continua de la misma (figura 19A2 parte inferior).  La frecuencia de 

disparo incrementó aún más demostrando que la facilitación por la activación 

de los receptores muscarínicos y dopaminérgicos se puede sumar.  
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Al contrario, cuando la muscarina se adicionó a la célula luego de ser 

facilitada con SKF-81297, se produjo una reducción en la frecuencia de disparo 

ya aumentada por el agonista dopaminérgico (Fig.19B2). Es decir, la activación 

colinérgica-muscarínica revierte parcialmente  la modulación dopaminérgica 

cuando se administra en segundo lugar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por lo tanto, se ha encontrado que el orden de aplicación de los 

agonistas predice si la primera modulación va a ser facilitada o revertida por la 

acción del segundo agonista. Las figuras 19A  y B muestran registros 

representativos con un pulso de corriente constante. Las figuras 19C y D 

Figura 19. La interacción de las acciones colinérgica-muscarínica y dopaminérgica depende del orden 
de activación de los receptores.  A, B) De arriba hacia abajo el disparo de potenciales de acción de dos 
dNEPs tomadas de ratones BAC D1-eGFP ante el mismo estímulo de corriente (trazo inferior). Los trazos 
superiores fueron registrados en presencia de 50 nM de MT-7 para bloquear los receptores M1 (+MT-7, en 
negro). A continuación, en A1, se aplicó 1 µM de muscarina lo que indujo un incremento de la frecuencia de 
disparo (+muscarina, en verde). En B2, se aplicaron 10 µM de un agonista selectivo de los D1Rs (+SKF-81297, 
en azul) produciendo también un incremento en la frecuencia de disparo. La fila inferior muestra, en A2, lo que 
ocurre cuando el SKF-81297 es aplicado en presencia continua de muscarina: los efectos fueron aditivos y la 
neurona mostró un aumento adicional en su tasa de disparo.  En B2, la aplicación de muscarina en presencia 
continua de SKF-81297 disminuyó la tasa de disparo. C) Gráficas intensidad-frecuencia (curvas I-F) 
representativas ilustrando las tres condiciones experimentales en orden: MT-7, muscarina y SKF-81297. D) 
Curva I-F representativa mostrando la secuencia: MT-7, SKF-81297 y muscarina. E) la gráfica resume la 
estadística de una muestra de dNEPs  siguiendo la secuencia de activación de receptores muscarínicos (M4) y 
dopaminérgicos (D1). F) El resumen estadístico de una muestra de dNEPs siguiendo la secuencia de activación 
de receptores dopaminérgicos (D1) y muscarínicos (M4).  
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ilustran las curvas intensidad–frecuencia (curvas I-F) para cada condición. 

Estas gráficas muestran que cuando la muscarina se añadió en primer lugar, 

las acciones del agonista D1R fueron  aditivas en todo el rango de frecuencias 

(note como la curva I-F se corrió a la izquierda con respecto a las curvas con 

MT-7 y la de muscarina, mostrando el efecto facilitador). Sin embargo, cuando 

la muscarina se agregó en segundo lugar ésta produjo una disminución de la 

modulación dopaminérgica previa (ahora la curva se corrió a la derecha con 

respecto a aquellas con MT-7 y SKF-81297).  En la figura 19E  se resumen los 

efectos de los agonistas en una muestra de  dNEPs  cuando el agonista 

muscarínico precede al dopaminérgico (M4-D1). La frecuencia de disparo  

promedio (a la mitad de la curva I-F) con MT-7 fue de 24 ± 2 Hz, al añadir 

muscarina de 34 ± 3 Hz y al añadir SKF-81297 en presencia de muscarina 

llegó a 41 ± 2 Hz; la suma de las acciones M4R y D1R fue significativa (n = 9; 

ANOVA F2,26 = 90.6, ***P = 0.0001 con prueba post hoc Bonferroni : ***P = 

0.0001 para muscarina, ***P = 0.0001 para muscarina más SKF-81297).  

 La figura 19F resume una muestra de experimentos con el orden de los 

agonistas invertido, la frecuencia de disparo promedio con MT-7 fue de 23 ± 1 

Hz, al añadir SKF-81297 llegó a 29 ± 1 Hz y al añadir muscarina en presencia 

de SKF-81297 regresó a 23 ± 1 Hz. El incremento en la frecuencia de disparo 

provocado por el agonista dopaminérgico SKF-81297 fue significativo (n = 8; 

ANOVA F2,23= 13.5, ***P = 0.0005,  con prueba post hoc Bonferroni **P< 0.05 

para SKF-81297; la prueba ANOVA -Friedman arrojó  **P = 0.018). Para SKF-

81297 más  muscarina la frecuencia no fue significativamente diferente a la 

condición inicial. Estos resultados son consistentes con una inhibición de las 

acciones dopaminérgicas cuando son seguidas de las acciones muscarínicas.  
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Los resultados observados con estos experimentos,  mostraron la 

existencia de una interacción entre los receptores M4 y D1 en dNEPs, tal como 

se planteó en este trabajo de tesis. Y a partir de ellos puede hipotetizar cuál es 

su utilidad en la fisiología estriatal como regulador de la excitabilidad neuronal 

de la vía directa, tanto para facilitarla como disminuirla según el circuito lo 

requiera. Así mismo su aplicación en la terapéutica de la EP ya que el efecto 

sinérgico M4-D1 podría ayudar a restaurar la actividad de las dNEPs y 

restablecer el balance entre las vías directa e indirecta. Sin embargo, se 

requiere aclarar los detalles de señalización de esta interacción, por ello este 

trabajo da pauta a otro proyecto de investigación. 

 

6. DISCUSIÓN 
 

Las modulaciones dopaminérgica y colinérgica-muscarínica producen  

una regulación muy importante de las actividades neuronal, sináptica y de 

circuito en el neoestriado (Aosaki et al., 2010). Sin embargo, debido a que en la 

EP la disminución de DA ocurre junto con un incremento de la concentración 

tónica de ACh, es habitual pensar que las transmisiones dopaminérgica y 

colinérgica son “opuestas” (Ding et al., 2006) y que el circuito en presencia de 

enfermedad sufre un “desbalance” (Aosaki et al., 2010; Pisani et al., 2007).  En 

el presente estudio mostramos que dicho antagonismo no es necesariamente 

cierto. Sino que las acciones dependen del contexto. 

 Con la ayuda de dNEPs e iNEPs obtenidas de ratones transgénicos BAC 

D1 y D2-eGFP (Gerfen y Surmeier, 2011; Gerfen y Young, 1988) y de toxinas 

muscarínicas muy selectivas (Jerusalinsky et al., 2000; Karlsson et al., 2000), 

observamos las acciones de los M4Rs en neuronas identificadas: 1) 
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Incrementan la corriente de Ca2+ a través de los canales CaV1 en dNEPs pero 

no en iNEPs, 2) Este efecto incrementó la excitabilidad y el disparo evocado en 

dNEPs cuando el disparo de PAs fue provocado con inyecciones  directas de 

corriente o sinápticamente; 3) Durante la activación sináptica la activación del 

tono colinérgico-muscarínico debido a la liberación de ACh endógena 

(Galarraga et al., 1999; Goldberg et al., 2012) fue desenmascarado por la 

adición de MT-7, un antagonista específico de los M1Rs, 4) las dNEPs también 

fueron facilitadas por un tono colinérgico durante la dinámica espontánea del 

microcircuito tal como se reveló con imagenología de calcio: la presencia de 

MT-7 redujo bastante la actividad de la red. Pero la actividad del microcircuito 

pudo ser restaurada exclusivamente en las neuronas de la vía directa por la 

activación de los M4Rs, 5) las interacciones asimétricas entre los receptores M4 

y D1 son aditivas cuando el agonista muscarínico precedió al dopaminérgico, y 

devaluativas cuando se inició la activación muscarínica después de la acción 

dopaminérgica. 

 

6.1  Modulación de los canales CaV1 por los receptores muscarínicos 

M4. 

Entre las muchas acciones electrofisiológicas de la DA en las neuronas y 

circuitos estriatales (Surmeier et al., 2011; Tritsch y Sabatini, 2012), la 

potenciación postsináptica de la corriente de Ca2+ a través de los canales CaV1 

por la activación de los D1Rs en dNEPs, y la disminución de la misma corriente 

debido a la activación de los D2Rs en iNEPs, fueron  de las primeras  en ser 

descritas (Hernández-López et al., 1997, 2000).  Dichas acciones tienen un 

impacto directo en la excitabilidad de las NEPs (Pérez-Garci et al., 2003) y son 
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coherentes, a nivel celular, con un modelo de los GB que está altamente 

conservado a través de la evolución de los vertebrados (figura 1): la DA facilita 

el disparo de las dSPNs mientras que deprime disparo de las iSPNs (Albin et 

al., 1989; Barral et al., 2010; DeLong, 1990; Ericsson et al., 2013; Kravitz et al., 

2010; Obeso et al., 2000). Sin embargo, este modelo no ha estado exento de 

controversias: mientras que la activación o inhibición de dSPNs o iSPNs por 

agonistas dopaminérgicos es evidente en estudios a nivel celular (Hernández-

López et al, 1997, 2000), la investigación sobre las preparaciones más 

completas que incluyen al circuito estriatal encuentran con frecuencia 

respuestas mixtas o invertidas (p.ej., Burkhardt et al., 2009; Liang et al., 2008; 

ver Carrillo-Reid et al., 2011 para una posible explicación).  Debido a este 

problema, el presente estudio se enfocó en observar la robustez de las 

acciones de los M4Rs utilizando diferentes preparaciones en lugar de explorar 

los mecanismos de señalización en la misma preparación; lo que constituye un 

primer punto que se deja para un futuro estudio. 

 La modulación colinérgica-muscarínica incrementa la excitabilidad y 

facilita el disparo en ambos tipos de NEPs (Galarraga et al., 1999; Goldberg et 

al., 2012; Pisani et al., 2007; Pérez-Rosello et al., 2005). Estas acciones han 

sido atribuidas a los M1Rs (Goldberg et al., 2012)  y son mediadas por la 

disminución directa de corrientes de K+ o bien, por la reducción de corrientes 

de Ca2+ que pueden activar canales de K+ (Arias-Garcia et al., 2013; Howe y 

Surmeier, 1995; Pérez-Burgos et al., 2008; 2010; Pérez-Rosello et al., 2005; 

Shen et al., 2005; 2007; Vilchis et al., 2000). También las corrientes entrantes y 

persistentes de Na+ han sido implicadas (Carrillo-Reid et al., 2009b). Esta 

evidencia ha justificado el uso terapéutico de fármacos anticolinérgicos en la 
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EP (Pisani et al., 2007), donde las iNEPs están hiperactivadas (Fig. 11). Este 

estudio muestra nueva evidencia validando estos hallazgos durante el disparo 

neuronal evocado sinápticamente y durante la actividad del microcircuito. Sin 

embargo, los antagonistas M1R, tienen como blanco a las neuronas de ambas 

vías, y si bien frenarían la hiperactividad del las iNEPs, también reforzarían la 

inactividad de las dNEPs. Quizás esta es una razón que ha evitado el éxito de 

los antagonistas muscarínicos como coadyuvantes en la terapéutica del la EP. 

Se ha demostrado en este trabajo de Tesis que la activación de los M4Rs, al 

actuar de manera selectiva sobre la dNEPs, podrían reactivar la vía directa. Así 

que por obvias razones, podrían significar un nuevo intento de re-introducir las 

drogas muscarínicas en la práctica: antagonistas selectivos a M1R (como la 

telenzepina que ya está en el mercado) más agonistas selectivos a M4R (la 

exploración de los nuevos fármacos alostéricos es otro punto que esta Tesis 

deja abierto para la investigación futura), en lugar de seguir usando 

antimuscarínicos no específicos. 

La nueva acción colinérgica que reportamos, específica de las dNEPs y 

resultante de la activación de los M4Rs, es el incremento de la corriente de Ca2+ 

a través de canales CaV1 (ver Pemberton y Jones, 1995), demostrado con el 

uso de una dihidropiridina que ocluye las acciones de los M4Rs. Estos canales 

son activados por voltaje y modulados por DA (Hernández-López et al. 1997; 

2000; Surmeier et al., 2011). Los canales CaV1 han sido tradicionalmente 

ligados a cascadas de señalización citosólicas (Surmeier et al., 1994), y de 

hecho, no observamos mecanismos dependientes de voltaje para explicar la 

modulación. Tal como se esperaba, el incremento en la corriente de los canales 

CaV1 por la activación de los M4Rs, exacerbó la excitabilidad con el mismo 
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estímulo en las dNEPs (Pérez-Garci et al., 2003),  ya sea con inyecciones de 

corriente directa o durante activación sináptica que involucra despolarización 

dendrítica (Flores-Barrera et al., 2010; 2011). Ahora bien, si estos efectos 

persisten en individuos con EP queda como otro tema abierto. Para probar esta 

hipótesis se requiere del empleo de modelos animales de la EP y de nuevo, la 

exploración de los nuevos ligandos alostéricos muscarínicos (Digby et al., 

2010). 

 Los efectos inducidos por la muscarina a pesar de que los M1Rs estaban 

bloqueados con MT-7, recuperaron la actividad de la vía directa, y fueron 

bloqueados por un antagonista específico de los M4Rs, la toxina MT-3 (Bradley, 

2000; Jerusalinsky et al., 2000; Karlsson et al., 2000 Purkerson y Potter, 1998). 

En presencia de ambos antagonistas, MT-7 y MT-3, todas las acciones 

muscarínicas fueron bloqueadas en las dNEPs, confirmando que son los únicos 

receptores expresados funcionalmente en estas células.  

 Por otro lado, los receptores de la familia M2 controlan la liberación de 

ACh en las interneuronas colinégicas e inhiben presinapticamente la liberación 

de glutamato desde las sinapsis cortico-estriatales (Hernández-Echeagaray et 

al., 1998; Galarraga et al., 1999; Ding et al., 2006; 2010; Higley et al., 2009; 

Pakhotin y Bracci, 2007). Por lo tanto, un antagonista no específico de los m-

AChR  que bloquee a los M4Rs podría incrementar la liberación de ACh por 

parte de las interneuronas y de glutamato desde las conexiones cortico-

estriatales y por ende aumentar la excitabilidad de las NEPs. Estos efectos se 

oponen al efecto benéfico de bloquear los M1Rs para reduicir la 

hiperexcitabilidad en las iNEPs. Otra razón por la que el uso de antagonistas no 

específicos no da los resultados esperados. 
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Pero como se explicó arriba, dicho antagonismo funcional entre los 

receptores de las familias M2 y M1 es válido tanto para las dNEPs como para 

las iNEPs (Doig et al., 2010). Consecuentemente, un agonista específico de los 

M4Rs cuyo blanco sea únicamente la vía directa, podría ser la solución a este 

problema. 

Las respuestas a la estimulación cortical sugieren que las interneuronas 

colinérgicas participan en la actividad cortico-estriatal polisináptica (Ding et al., 

2006; 2010; Pakhotin y Bracci, 2007; Vizcarra-Chacón et al., 2013) al activar 

receptores muscarínicos M1 y M4 en dNEPs, M1 en iNEPs, M2 y M3  en sinapsis 

cortico-estriatales (Calabresi et al., 1998; Hernández-Etcheagaray et al., 1998) 

y M2/4 en las interneuronas colinérgicas (Ding et al., 2006, Kreitzer, 2009, 

Hersch et al., 1994). ¿Cuál de todos estos efectos es el predominante?  

Para averiguarlo utilizamos registros multicelulares de imagenología de 

Ca2+ (Carrillo-Reid et al., 2008; 2009a) y demostramos que el efecto que queda 

con el circuito andando es la disminución en la actividad de red cuando los 

M1Rs fueron bloqueados con MT-7. La recuperación de la actividad de red 

sucede exclusivamente en las dNEPs. 

 

6.2  Posible relevancia fisiológica. 

El neoestriado es el principal núcleo de entrada de los GB. Las principales 

aferentes glutamatérgicas corticales (y talámicas) llegan al neoestriado y hacen 

contactos monosinápticos con NEPs e interneuronas (Kawaguchi et al., 1995; 

Vizcarra-Chacón et al., 2013). Las interneuronas se activan después de breves 

latencias por terminales profusas (Sizemore et al., 2010; Smith et al., 1998; 

Vizcarra-Chacón et al., 2013), mientras que las NEPs reciben uno o dos 
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botones de cada aferente cortical y responden mono y polisinapticamente 

(Cowan y Wilson, 1994; Doig et al., 2010; Vizcarra-Chacón et al., 2013). Las 

respuestas supraumbrales pueden durar cientos de milisegundos (Flores-

Barrera et al., 2010), posiblemente incluyendo entradas de interneuronas 

(Flores-Barrera et al., 2010; Vizcarra-Chacón et al., 2013) y acciones 

moduladoras por la participación de señalización dependiente de GCPR, tal 

como aquella proveniente de los m-AChR (Arias-García et al., 2013; Galarraga 

et al., 1999). La participación de la modulación dopaminérgica  durante esta 

actividad sináptica  ya ha sido demostrada (Flores-Barrera et al., 2011; 

Galarraga et al., 1997).  

Debido a que tanto los receptores D1 como  M4 incrementan la corriente a 

través de los canales CaV1, es interesante estudiar las interacciones entre 

ellos. En el presente estudio encontramos  que las acciones de ambos 

receptores se suman cuando la activación muscarínica ocurre primero. Esto es 

interesante ya que la modulación dopaminérgica también puede ser activada 

desde la corteza (Bertram et al., 2014; deLafuente y Romo, 2012) con mayores 

latencias que las necesarias para activar a las interneuronas colinérgicas 

(Vizcarra-Chacón et al., 2013). Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que 

cuando el estriado se activa desde la corteza, sería de esperar que las 

modulaciones muscarínicas y dopaminérgicas puedan actuar en secuencia 

para inducir efectos aditivos. 

Esto también puede ocurrir en las terminales locales, ya que la liberación 

de ACh puede desencadenar la liberación de DA (Threlfell y Cragg, 2011).  

 Pero la modulación colinérgica también puede venir desde el tallo 

cerebral (Dautan et al., 2014). Tal vez, en este caso, la modulación de los m-
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AChR se puede establecer después de la activación dopaminérgica. En tal 

caso, las acciones de la DA pueden ser restringidas (Shultz, 2007). Por lo 

tanto, el llamado "balance" entre los sistemas dopaminérgicos y colinérgicos 

necesita una re-evaluación. 

 Esta interpretación funcional está apoyada por las vías conocidas desde 

el neoestriado hacia la corteza y el tallo cerebral (Takakusaki, 2013). De hecho, 

la señalización de  los M4Rs puede ir en ambas direcciones, dependiendo de la 

proteína G activada: puede depender de la activación de la AC para potenciar 

la señalización de la DA (Nathanson, 2000), o puede ayudar para inactivar a la 

AC haciendo lo contrario (Onali y Olianas, 2002). 

Los resultados recolectados en el presente estudio ayudan a un mayor 

entendimiento del papel colinérgico-muscarinico en las dNEPs, especialmente 

de los M4Rs, que junto a los M1Rs modulan  de manera importante la 

excitabilidad  de las NEPs.  A su vez,  han contribuído al estudio de la 

interacción existente entre los receptores muscarínicos y dopaminérgicos, en 

particular de los M4Rs y D1Rs. Con lo cual se ha dado un preámbulo para inferir 

nuevas y mejores estrategias de tratamiento para situaciones patológicas, 

como la enfermedad de Parkinson  al ofrecer nuevas perspectivas para 

estudiar la fisiopatología de la enfermedad. 
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