RS ]

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
XX &% DE MEXICO

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

“INTERACCION DE LA ACTIVACION DE RECEPTORES
COLINERGICOS Y DOPAMINERGICOS EN EL
NEOESTRIADO”

T E S i S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
P R E S E N T A

NORMA ALEJANDRA FIGUEROA RIOS

TUTORA: DRA. ELVIRA GALARRAGA PALACIO

CIUDAD UNIVERSITARIA 2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo de investigacion se realiz6 en los departamentos de
neurociencias y biofisica del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, bajo la direccion
de la Dra. Elvira Galarraga Palacio.

El presente trabajo de tesis se realizo gracias al apoyo de DGAPA-UNAM:
IN202100, IN202300, CONACyT : 31839-N, FIRCA-NIH: TWO1214, The Millennium

Research Initiative: W-8072 No. 35806-N.



Dedico este trabago de lesis a mis prapds: nita y Redbén mas

%@gmmméa/



AGRADECIMIENTOS

Agradezco ala Dra. Elvira Galarraga Palacio y al Dr. José Bargas Diaz su gran paciencia,
su dedicacion y sobre todo el haber creido en mi para realizar un estudio de doctorado.

Al Bidlogo Dagoberto Tapia Ramirez por todo el trabajo de inmunohistoquimica realizado
y su gran ayuda incondicional.

El presente manuscrito se reviso por el jurado integrado por los investigadores:

Dra. Ana Brigida Clorinda Arias Alvarez.
Dra. Maria Elvira Galarraga Palacio.

Dra. Elia Martha Pérez Armendariz.

Dr. Jorge Flores Hernéndez.

Dra. Rosalinda Guevara Guzman.

Dr. Federico Bermuidez Rattoni.

Dr. José Bargas Diaz.

Quienes con sus comentarios y sugerencias ayudaron al buen termino de este trabajo de
tesis.

A mis amigos y compafieros del laboratorio durante el doctorado: Enrique Pérez,
Dagoberto Tapia, Emilio Galvan, Cesar Casasola, y Eduardo Calixto, por que juntos
hicimos de la ciencia una forma de vida.

A mis amigos y compaiieros del instituto (IFC): Ernesto Mendoza, Fernando Pefia, Tamara
Pérez, Humberto Salgado, Carmen Vilchis, Jaime Napoleén, Ramiro Vergara, Fatuel
Tecuapetla , Eden Flores, Salvador Hernandez, Luis Carrillo, Azucena Pérez, Antonio
Laville, Osvaldo Ibafies, Luis Galindo, Xochitl Ayala, Gabino Sénchez y Elizabeth

Hernandez.

A mis amigos y compaiieros del otro lado del Atlantico (de la UMH): Mavi Sanchez Vives,
Pere Berbel, Roberto Gallego, Marta Arnold, Vanessa Fernandez,Gabriel Puccini, Ramon
Reig, José Crespo, Alexandre Martinez, Milena Winograd, Merab Tsagareli, Albert
Compte, Michael Harvey, Martin Telefont, Estela Cuevas, Francisco Castelan, Jaina
Corona y Eva Auso.



INDICE

INDICE o s
INTRODUCCION ..ot eeeeseeeeeeee e seseeeseeseeseeeesessessssssss e esesssesssssessssesnessens 2

1.- ANTAGONISMO FUNCIONAL ENTRE LA DOPAMINA Y LA ACETILCOLINA EN EL
NEOESTRIADO. . SOOI
2.-LA NEURONA ESP[NOSA MED[ANA (NEM) DE PROYECC[ON e e e e 4
3.- RECEPTORES DOPAMINERGICOS Y MUSCARINICOS EN LAS NEURONAS ESPINOSAS

MEDIANAS. . D e R ot 7
4.- R.ESPUESTAS ELECTRICAS QUE DEPENDEN DEL POTE‘NCIAL DE MEMBRANA AL ACTIVAR
LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS Y COLINERGICOS DE LA NEURONA ESPINOSA MEDIANA

(NEM).... s ss s senessss s esn s ssnasnsens O
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.... S P 22
OBIETIVIOR siisssessiosswaseriiicoisasiais " , 23
METODOS..... R 24
RESULTADOS . ST

I EFECTOS MUSCARINICOS SUBUMBRALES DEBIDOS A LA ACTIVACION DE RECEPTORES

MUSCARINICOS DE LOS TIPOS M1 ¥ M4. ... 2 e
I RESPUESTAS ELECTRICAS QUE DEPENDEN DEL POTENC]AL DE MEMBRANA AL AC’]"IVAR
SECUENCIALMENTE AGONISTAS MUSCARINICOS TIPO M1 Y DOPAMINERGICOS TIPO D1. ...

III EFECTOS QUE SOBRE LA FRECUENCIA DE DISPARO TIENE LA APLICACION SECUENCIAL

DE LOS AGONISTAS DOPAMINERGICOS Y MUSCARINICOS (D1 Y M1)..cceeiiiciiicinneenn. 34
IV EFECTO SOBRE EL PPH Y LAS DESPOLARIZACIONES LENTAS PERSISTENTES. ...ccovvveunens 44

CONCLLISTONES,. .cissnssssnmsssssaassomsmrsspssnmss T RCTRREN.. |




RESUMEN

El estudio de la neuromodulacion del patron temporal de disparo neuronal por
transmisores es de importancia fisioldgica, y tiene un amplio interés terapéutico. Resultados
experimentales obtenidos sugieren un posible sustrato neuronal para el antagonismo
dopamina - acetilcolina en el neoestriado. A potenciales hiperpolarizados los agonistas de
ambos sistemas siempre tienen un efecto opuesto sobre la excitabilidad neuronal. A
potenciales despolarizados los efectos pueden ser antagonicos o sinérgicos dependiendo del
orden de activacion de los receptores DI*y MI, lo cual podria ser explicado por la
inactivacion o activacion cruzadas entre las cadenas de sefializacion intracelular asociadas a
la estimulacion de los receptores D1 y M1. Este antagonismo ha podido observarse sobre la
frecuencia de disparo mediante la modulacion de la conductancia de calcio de tipo L. Como
era de esperarse, el efecto neuromodulador de la dopamina y la acetilcolina en el
neoestriado es complejo y sugiere efectos diversos y sinérgicos de multiples conductancias
importantes para el adecuado funcionamiento de estas células.

El uso de toxinas muscarinicas peptidérgicas especificas confirmé que la accién
producida por la muscarina sobre la frecuencia de disparo, la resistencia de entrada y la
reduccién del postpotencial-hiperpolarizante en las neuronas espinosas medianas, es debida
a la activacion de receptores muscarinicos del tipo M1 y permiti6 describir por primera vez
que la activacion de receptores muscarinicos de tipo M4 activa una conductancia catidnica

inespecifica en el 40% de las neuronas espinosas.



INTRODUCCION

1.- Antagonismo funcional entre la dopamina y la acetilcolina en el neoestriado.

Los ganglios basales (GB) son un grupo de nticleos funcionalmente interconectados
que se encuentran en el cerebro anterior y medial de los mamiferos, aves y reptiles (Wilson,
1990).

Estos son: el neoestriado (NE), el globo palido (externo e interno), la substancia
nigra (compacta y reticulata) y el nicleo subtaldmico. El circuito de los GB se encuentra
interpuesto entre la corteza y el tdlamo y su principal tarea es la de procesar sefiales que
fluyen de la corteza para producir una sefial de salida que retorne a la corteza a través del
talamo para iniciar, controlar y modular la ejecucion de los movimientos (Blandini et al.,
2000).

El NE contiene los niveles mas altos en el cerebro de dopamina (DA, proveniente de
las neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra compacta) (Bahena-Trujillo et al.,
2000) y de acetilcolina (ACh, proveniente de interneuronas) (Calabresi et al., 2000). La
funcién motora de los GB se ha inferido de las observaciones de las enfermedades entre las
que resalta la enfermedad de Parkinson (EP), un desorden neurodegenerativo progresivo de
los GB, caracterizado clinicamente por bradiquinesia (movimientos lentos), disquinesia
(movimientos involuntarios), temblor en reposo, rigidez muscular, inestabilidad postural y
declinacién cognitiva, entre otros (Rao et al., 2003; Hurtig, 1997; Stern y Freese, 1997).

Estos sintomas se han asociado a una importante reduccion en los niveles de DA
estriatal causada por la muerte de neuronas ’dopaminérgicas nigroestriatales que inervan a

las neuronas del NE (Stoof et al., 1996; Chesselet y Delfs, 1996; Zhang et al., 2000).



Se piensa que la neurotransmision colinérgica y dopaminérgica mantienen una
especie de equilibrio en el NE, con una influencia inhibitoria dopaminérgica sobre la
liberacion de ACh. Al perderse las terminales dopaminérgicas estriatales, se remueve este
control inhibitorio ténico. El desbalance conduce a una hiperectividad de las neuronas
colinérgicas (la fuente de ACh estriatal). La ACh incrementa la excitabilidad de las
neuronas espinosas medianas (NEMs) del NE (Galarraga et al., 1999; Calabresi et al.,
2000) lo cual incrementara la actividad del NE afectando las estructuras de salida de los GB
(Pisani et al., 2003). Por tanto, la degenel:acién de las neuronas dopaminérgicas de la
substancia nigra compacta comanda una cascada de cambios funcionales afectando a toda
la red de los GB.

Inicialmente los sintomas de la EP eran tratados con alcaloides de la belladona
(agentes anticolinérgicos), de los cuales la atropina era la mas comuin. Estos firmacos
aliviaban los sintomas de rigidez y muchos de los problemas autonémicos que acompafian a
la enfermedad (Brailowsky y Garcia-Mufios, 1996; Brocks, 1999), pero mas tarde se vio
que no todos los pacientes responden favorablemente a esta terapia.

Con el descubrimiento de la L-DOPA (en los afios 60s) se comenzd la terapia
sustitutiva mostrando resultados favorables para tratar los sintomas de la EP. Sin embargo
con el transcurso del tiempo, al cabo de 8 a 10 afios, el tratamiento pierde efectividad,
presentandose disquinesias por semanas o meses (Wooten, 2001; Hely et al., 2000). Es
pertinente mencionar también que estudios realizados en animales en libre movimiento
muestran que la administracion intraestriatal de DA atenua la excitacion producida por
activacion cortical en ratas (Kiyatkin y Rebec, 1996) y monos (Rolls et al., 1984).

De esta manera se llego a la conclusion de que los sintomas de la EP podian

reducirse, ya sea elevando los niveles de DA o disminuyendo los de ACh. ya que la



experiencia empirica clinica habia mostrando que drogas antimuscarinicas y los precursores
o agonistas dopaminérgicos eran “efectivos” en el tratamiento de los sintomas de la EP
(Stoof et al., 1996; Hurting, 1997).

Barbeau en 1962, propuso que el bloqueo colinérgico imitaria, indirectamente, la
inhibicién dopaminérgica. Sin embargo, la DA tiene diversas acciones sobre otros
elementos del estriado, y aunque la hipétesis de que los sistemas dopaminérgico y
colinérgico son antagdnicos y estd sustentada por la experiencia clinica empirica, se
desconoce cual es el sustrato neuronal de este antagonismo funcional entre la DA y la ACh

en el NE.

2.- La neurona espinosa mediana (NEM) de proyeccion.

La NEM de proyeccion representa el 95 % del total de la poblacion celular en el NE
de la rata (Wilson, 1990; Bolam y Bennett, 1995). Estas neuronas reciben aferentes
dopaminérgicas de la subtancia nigra compa;:ta y un suministro colinérgico proveniente de
interneuronas colinérgicas (interneuronas grandes sin espinas) presentes en el NE
(Kawaguchi et al., 1995; Bolam y Bennett, 1995; Bennett y Wilson, 2000; Bennet y
Wilson, 1999; Bickerdike y Abercrombie, 1997). Las NEMs por lo tanto, representan un
importante sustrato fisiologico y celular para la interaccion DA-ACh en el NE. La
poblacién remanente del niicleo (5% de las células estriatales) consiste en interneuronas no
espinosas entre las cuales se encuentran las colinérgicas, las somatostatinérgicas (también
gabaérgicas) y las gabaérgicas (inmuno positivas a parvalbumina) (Kawaguchi et al., 1995;
Wu y Parent, 2000).

Como caracteristicas generales, las NEMs tienen un soma promedio de 15 pm de

diametro, usualmente redondo u oval en su forma que emite de 3-5 dendritas principales,



las cuales se dividen posteriormente originando las dendritas mas distales (Wilson, 1998).
Esta neurona es llamada espinosa debido a la gran cantidad de espinas que cubren
sus dendritas (Ver figura 1). Las NEMs contienen descarboxilasa del acido glutamico
(GAD), sintetizan y liberan acido gama amino butirico (GABA) y coexpresan algunos de
estos neuropéptidos: encefalina (ENK), y/o substancia P (SP) (Wilson, 1998, 1990; Pasik et
al., 1989). Sin embargo no todos los péptidos son expresados en todas las neuronas, sino
que estan localizados en subconjuntos particulares de NEMs (Gerfen, 2000). De este modo,
las NEMs pueden ser divididas en base a su expresion de neurotransmisores y receptores
particulares, asi como sus dreas de proyeccié;n, ya sea el globo pélido o la substancia nigra

reticulata (Bolam y Bennett, 1995; Gerfen, 1992; Kawaguchi et al., 1990).

Figura 1. Neurona espinosa mediana (NEM). Reconstruccién serial de una neurona espinosa
mediana del neoestriado de rata. La neurona fue llenada con biocitina al 1% a través del electrodo
de registro y fue revelada con diaminobenzidina (D.Tapia).

La estacion de entrada de los GB es el NE, el cual recibe abundantes aferentes de la
corteza premotora y motora. El NE envia la informacion procesada a otros nucleos de

salida de los GB, que han sido implicados con la ejecucion y planeacion motora (Graybiel



et al., 1994; Blandini et al., 2000; Desmurget et al., 2004; Shi et al., 2004). De Long (1971)
fue el primero en demostrar que la actividad neuronal en los GB esta correlacionada con el
movimiento. La actividad neuronal de la NEM esta correlacionada con el movimiento,
siendo esto una razén mas para considerarlag como posible sitio de interaccion entre la DA
y la ACh en el NE. A partir de esto, resulta de gran interés el conocer como es el disparo de
estas neuronas. Registros de la NEM realizados “in vivo” muestran que estas neuronas
transitan entre dos estados de potencial de membrana (figura 2). Un estado activado (up
state) y un estado inactivado (down state). En ausencia de la entrada cortical las NEMs son
silentes con potenciales de membrana cercanos a los -85 mV (estando asi en el estado
inactivado). En respuesta a la entrada cortical las NEMs se despolarizan presentando un
potencial de membrana cercano a los —55 mV (estado activado, Wilson, 1993; Wilson y
Kawuaguchi, 1996).

La interacci6n entre los estados despolarizado e hiperpolarizado gobierna el patrén
de generacion de potenciales de accioén en este tipo neuronal (Bennett y Wilson, 2000;
Murer et al., 2003; Plenz y Kitai, 1998) ya que las espigas unicamente son generadas
durante el estado activado. Estudios recientes han descrito que estos estados funcionales

también pueden ser registrados “in vitro” (Vergara et al., 2003).



Figura 2. Transiciones del potencial de membrana. Registros intracelulares de una neurona
espinosa mediana del neoestriado de rata “in vivo”. A transiciones subumbrales del potencial de
membrana (flechas). B: transiciones supraumbrales del potencial de membrana, activado (-54 mV)
con disparo e inactivado (-78 mV). Figura tomada de Wickens y Wilson, 1998.

3.- Receptores dopaminérgicos y muscarinicos en las neuronas espinosas medianas.

Otra razén para considerar a las NEMs como posible sitio de interaccién entre la
DA y la ACh en el NE es que contienen abundantes receptores tanto colinérgicos de tipo
muscarinico como dopaminérgicos (Girault y Greengard, 2004; David y Harrison, 2002).

Los receptores dopaminérgicos se pueden agrupar en dos familias en base a sus
propiedades bioquimicas y farmacologicas: La familia D1 que comprende a los receptores:
D1 y D5 (en humano)Dla y /D1b (en rata) que estimulan a la adenilato ciclasa (AC)
(Flores-Hernandez, 2000) y la familia D2 que comprende a los receptores: D2 (D y Dap),
D3 y D4 que inhiben las acciones de la AC (Missale et al., 1998, ver tabla 1). Ambas
familias se encuentran localizadas en las NEMs (Sibley, 1995; Surmeier et al., 1996;
Vallone et al., 2000; Aizman et el., 2000).

Inicialmente se planteé que la mayoria de las neuronas de proyeccion estriato

palidales que expresan ENK contenian receptores dopaminérgicos de tipo D2 (Bernard et



al., 1992); mientras que las neuronas de proyeccion estriato nigrales que expresan SP,

contenian receptores dopaminérgicos del tipo D1 (Gerfen et al.,1990, 1992; Surmeier et al.,

1995).
RECEPTORES DOPAMINERGICOS
Dl D2 D3 D4 D5
Proteina G Go Gas Gay Gaiis Go

Estimulan la Inhiben la Inhiben la Inhiben la Estimulan la
formacion de | formacion de | formacién de | formacion de | formacion de

Respuesta AMPc AMPc AMPc AMPc AMPc

Intracelular

(Missale et al., 1998). Tabla 1.

Sin embargo, estudios recientes han mostrado que la mayoria de las NEMs
coexpresan alglin miembro de cada una de las familias de receptores dopaminérgicos
(Missale et al., 1998; Surmeier et al ., 1996; Aizman et al., 2000).

Por otro lado, los efectos de la ACh sobre las NEMs son mediados por receptores
muscarinicos. Los receptores muscarinicos metabotrépicos son los receptores a ACh
dominantes en el NE (Potter y Purkenson, 1995). Farmacologicamente ha sido posible
dividir a los receptores muscarinicos en 2 familias: M1 (M1, M3 y M3, receptores que
estimulan a la fosfolipasa C, conduciendo a la liberacion de inositol trifosfato (IP;) y
diacilglicerol (DAG) a través de la hidrolisis de fosfatidilinositol de la membrana) y
receptores M2 (M2 y M4, receptores que inhiben a la AC resultando en una reduccion de
los niveles de AMPc en la célula, ver tabla 2), basados en su relativa sensibilidad al

antagonista pirenzepina (Bonner, 1989; Alcantara et al., 2001; Caulfield y Bridsall, 1998).



RECEPTORES MUSCARINICOS

M, M; M3 My M:;
Proteina G Gogi) Gaotyjp Gog 1) Gotio Gog1
Respuesta | Fosfolipasa | Inhibicion | Fosfolipasa | Inhibicién Fosfoli C
Intracelular CB  |Adenil ciclasa]  CP Adenil ciclasa| Fosfolipasa CB

(Caulfield y Birdsall, 1998).Tabla 2.

En el NE, se han encontrado predominantemente tres ARNm para los receptores
muscarinicos M1, M2 y M4 (Weiner et al., 1990). No obstante, los receptores mads
ampliamente distribuidos en este nicleo son los tipos M1 y M4, presentes en las NEMs
(Ince et al., 1997; Wang et al., 1997; Weiner et al., 1990; Levey et al., 1991; Bernard et al.,
1992; Adem et al., 1997, Yan et al., 2000; Hersch et al., 1994). Los receptores del tipo M1
se encuentran presentes en todas las NEMs, mientras que los receptores del tipo M4 son
expresados en la mitad de ellas (Yan et al., 2001). La interneurona colinérgica contiene
autoreceptores muscarinicos del tipo M2 (Zhang et al., 2002; Smiley et al., 1999) y los
receptores del tipo M3 se encuentran localizados en las terminales glutamatérgicas

provenientes de la corteza cerebral (Hernandez-Echeagaray, 1998).

4.- Respuestas electricas que dependen del potencial de membrana al activar los

receptores dopaminérgicos y colinérgicos de la neurona espinosa mediana (NEM).
Estudios previos han descrito algunos efectos electrofisiologicos en las NEMs al

aplicar agonistas dopaminérgicos y colinérgicos (Hernandez-Lépez et al., 1996, 1997,

Pacheco-Cano et al., 1996; Pérez-Garci, 2003; Galarraga et al., 1999; Pineda et al., 1995).



Algunos de ellos describen sus efectos sobre la frecuencia de disparo, la
amplitud del postpotencial hiperpolarizante (PPH) que sigue a un potencial de acciéon (PA)
y los cambios en la resistencia de entrada neuronal, entre otros.

Dado que las NEMs transitan entre dos potenciales de membrana distintos es
importante considerar que varias conductancias pueden ser moduladas al activar los
receptores dopaminérgicos o muscarinicos de estas neuronas a diferentes potenciales de

membrana (Galarraga et al., 1999b; Pacheco-Cano et al., 1996).

a) Efectos colinérgicos y dopaminérgicos sobre conductancias subumbrales de la NEM

Dado que el potencial de membrana de las NEMs oscila entre dos estados
funcionales (despolarizado e hiperpolarizado) (Wilson, 1993; Wilson y Kawuaguchi, 1996;
Kitano et al., 2002), en estudios previos del laboratorio se ha utilizado un protocolo de
estimulacion con rampas de corriente (disefiado para mimetizar el curso temporal de
disparo registrado en condiciones in vivo en estas neuronas, Galarraga et al., 1994, 1999b
Ver Métodos). Al aplicar DA o agonistas dopaminérgicos del tipo D1 se observa una
disminucion en la frecuencia de disparo (fig. 3 A-B) debido a un aumento en el rectificador
anémalo (figura 3C), lo cual aleja a la célula del umbral de disparo (Pacheco-Cano et al.,
1996). La participacion de esta conductancia de potasio al activar receptores del tipo D1 no
ocurre al activar receptores del tipo D2 (Pacheco-Cano et al., 1996). Esta conductancia de
potasio es bloqueada con cesio en el medio de perfusion y en presencia de cesio el efecto
del agonista dopaminérgico se ocluye (Pacheco-Cano et al., 1996).

Utilizando este mismo protocolo la muscarina produce un aumento en la

frecuencia de disparo (fig.3 D-E) que cursa con un aumento en la resistencia de entrada
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neuronal (por disminucién del rectificador anémalo, lo cual acerca a la neurona al umbral

de disparo, Galarraga et al., 1999 a y b, ver figura 3F).

D
Ina\r I:omv
CONTROL 250 ms CONTROL 250 ms
77 oV
-5 mv
B E
DOPAMINE MUSCARINE

g

Membrane potential (mV) o
8
Membrane potential (mv)
g &
\

05 0.0 0.5
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Figura 3. Cambios en las propiedades de membrana subumbral al aplicar dopamina y muscarina.
A, El disparo se produjo con una rampa de corriente lineal (arriba),el voltaje registrado en respuesta
no es lineal. B. La aplicacion de dopamina disminuy® la frecuencia de disparo. C, A y B se usaron
para construir la relacion corriente voltaje (I/V), se observa que la dopamina disminuye la pendiente
de la curva I/V (es decir disminuye la resistencia de la neurona ) evitando la despolarizacion hacia
el disparo.D, respuesta en condicion control en otra célula. E, la muscarina incrementa el disparo en
respuesta a la misma rampa de corriente F, D y E se usaron para construir la relacién corriente
voltaje (I/V), se observa que la muscarina incrementa la pendiente de la curva I/V (es decir aumenta
la resistencia de entrada de la neurona ) favoreciendo la despolarizacion hacia el disparo. El
potencial de mantenimiento de las NEMs fue de -77 mV y -85 mV respectivamente (Galarraga et
al., 1999 a).

Como se observa en la figura 3, la activacion de receptores colinérgicos o
dopaminérgicos en las NEMs, cuando son estimuladas eléctricamente a partir de

potenciales de membrana relativamente hiperpolarizados, muestran acciones opuestas

1



(antagonicas) tanto a nivel subumbral (sobre el rectificador anémalo) como sobre la

frecuencia de disparo (Galarraga et al., 1999b; Pacheco-Cano et al., 1996) .
b) Efectos colinérgicos y dopaminérgicos sobre el patrén de disparo de la NEM.

La activacion de receptores dopaminérgicos del tipo DI a potenciales de
membrana despolarizados (-55 mV) produce un incremento en la frecuencia de disparo de
las NEMs. (Hernandez-Lépez et al., 1997). Dicho incremento sobre la frecuencia de
disparo es revertido por el antagonista del canal de calcio del tipo L: la nicardipina (ver

figura 4, Hernandez-Lopez et al., 1997).
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Figura 4. Aumento de la frecuencia de disparo por la aplicacion del agonista dopaminérgico del
tipo DI. En A (arriba) se muestra un tren de potenciales de accion en condiciones control en
respuesta a la aplicacion de pulso rectangular de corriente despolarizante a un potencial de
membrana despolarizado (-57 mV), abajo se muestra la misma neurona después de la aplicaci6n del
agonista dopaminérgico del tipo D1 (SKF81297). En B (arriba) se muestra un tren de potenciales de
accion en condiciones control en otra NEM, (en medio) la misma neurona después de la aplicacion
del agonista dopaminérgico del tipo D1 y (abajo) la misma neurona después de la aplicacién de
nicardipina en presencia del agonista dopaminérgico (Hernandez-Lopez et al., 1997).

Tal incremento en la frecuencia de disparo por aumento de la corriente de Ca™
del tipo L se explica por la generacion de despolarizaciones lentas persistentes, las cuales
favorecen el disparo en las NEMs, ya que cuando se estimula mediante pulsos breves de
corriente a potenciales de membrana despolarizados, se provocan despolarizaciones lentas
persistentes, donde el agonista dopaminérgico del tipo D1 (SKF81297) aumenta la duracién
de la despolarizacion lenta o meseta. Asi también, se ha reportado que analogos del AMPc
mimetizan el efecto producido por el agonista dopaminérgico del tipo D1 incrementando

también la duracion de la despolarizacion lenta, en tanto que la calciseptina (otro

bloqueador de los canales de Ca™* del tipo L) los bloquea (Hernéndez-Lopez et al., 1997).
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Por otro lado, la aplicacion del agonista de canales de Ca*" del tipo L (BAY K
8644) también mimetiza el efecto producido por la aplicacién del agonista dopaminérgico
del tipo DI. Por tltimo, la aplicaciéon del bloqueador de canales de Ca™ del tipo L,
nicardipina, antagoniza el efecto producido por el agonista dopaminérgico del tipo D1 (ver
figura 5).
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Figura 5. Generacion de despolarizaciones lentas persistentes por activacion de receptores
dopaminérgicos del tipo D1. A, se muestran sobrepuestas la respuesta en el voltaje producida por la
aplicacién de un breve pulso de corriente despolarizante en condiciones control y después de la
aplicacién del agonista dopaminérgico del tipo D1. B, se observa mediante el mismo protocolo de
estimulacién como andlogos del AMPc mimetizan el efecto producido por el agonista
dopaminérgico del tipo D1. C, se muestra como la aplicacion del agonista de los canales de calcio
del tipo L, Bay K 8644 también mimetiza el efecto producido por la aplicaciéon del agonista
dopaminérgico del tipo D1 sobre la meseta y por tltimo en D, se muestra como la aplicacion del
bloqueador de canales de calcio del tipo L (nicardipina) reduce las mesetas despolarizantes
(Hernandez- Lopez et al., 1997).

Con esto se concluyd que la activacion de receptores dopaminérgicos del tipo
D1 en las NEMs a potenciales de membrana despolarizados (simulando el estado activado

que presentan estas neuronas en el animal completo “in vivo”) aumentan una corriente de
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Ca" del tipo L, la cual produce mesetas despolarizantes que favorecen el disparo
(Hernandez-Lopez et al., 1997).

La via de sefializacion descrita al activar los receptores dopaminérgicos del tipo
D1 en las NEMs, es la siguiente: El receptor dopaminérgico del tipo D1 esta acoplado a una
proteina de la clase Gs, la cual es capaz .de estimular a la adenilato ciclasa (AC), la
estimulacion de la AC eleva los niveles de AMPc citosélicos los cuales activan a la PKA
para promover la disociacion de las subunidades reguladora y catalitica (Snyder et al.,
1998). La activacién de la PKA tiene varias consecuencias, primero la fosforilacion del
canal de Ca"" del tipo L y segundo, la fosforilacién del inhibidor de fosfatasas endégeno
DARP-32 (Svenningson et al., 2004; Nishi et al., 1997; Greengard et al., 1998; Fienberg et
al., 1998), el cual, al estar activado, va a inhibir a la fosfatasa uno C (PP1c). Esto permite al
canal de calcio de tipo L estar mas tiempo fosforilado, aumentando asi su probabilidad de

apertura (ver figura 6, Surmeier et al., 1995).
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Figura 6. Esquema de la via de sefializacion involucrada en la activacién de receptores
dopaminérgicos del tipo D1. El receptor dopaminérgico del tipo D1 actiia a través de una proteina
de la clase Gs la cual activa a la adenilato ciclasa produciéndose una elevacion de los niveles de
AMPc citosolicos, dando origen a la activacion de la proteina cinasa A. La activacion de la PKA
tiene varias consecuencias, primero la fosforilacién del canal de calcio del tipo L y segundo, la
fosforilacién del inhibidor de fosfatasas endégeno DARP-32, el cual, al estar activado, va a inhibir a
la fosfatasa uno C (PPlc), lo cual va a permitir al canal de calcio del tipo L estar mis tiempo
fosforilado (Surmeier et al., 1995).

En conclusion, para que el efecto sea més duradero parece ser necesario fosforilar e
inhibir a la fosfatasa simultaneamente. Ahora bien, el efecto producido por la activacion de
receptores dopaminérgicos del tipo D1 sobre las NEMs es dependiente del voltaje, pues los
canales de Ca"" del tipo L son dependientes de voltaje. Como se mencioné anteriormente a
potenciales de membrana despolarizados (estado activado) el efecto sobre la frecuencia de
disparo es excitatorio al activarse estos canales. En contraste a potenciales hiperpolarizados
(estado inactivado) su efecto es inhibitorio pues el canal facilitado es el rectificador de K*

(ver figura 7).
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De esta manera, la activacion de receptores dopaminérgicos del tipo D1 puede
aumentar o disminuir la frecuencia de disparo neuronal dependiendo del potencial de

membrana de la neurona .
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Figura 7. Efectos excitatorios o inhibitorios del agonista dopaminérgico del tipo D1, dependiendo
del potencial de membrana. A, respuesta en el disparo a un pulso de corriente despolarizante a
potencial de reposo de aproximadamente —82 mV (arriba), la misma NEM después de la aplicacion
del agonista dopaminérgico del tipo D1 (SKF81297)(abajo). Se observa una disminucién en la
frecuencia de disparo. En B, respuesta en el disparo a un pulso de corriente despolarizante a un
potencial de aproximadamente —57 mV (arriba), después de la aplicacién del agonista (SKF81297)
(abajo). Se observa un incremento en la frecuencia de disparo (Hernandez-Lépez et al., 1997).

Por otro lado, registros electrofisioldgicos en las NEMs mediante la técnica de
fijacion de corriente, en respuesta a la aplicacion de muscarina muestran un incremento en
la frecuencia de disparo con respecto a los registros control. Este aumento en la frecuencia
de disparo se debe a la disminucion de la amplitud del PPH que sigue a cada PA, asi como
a la disminucion del PPH al final del tren (Pineda et al., 1995). Debido a que la frecuencia
de disparo neuronal se encuentra directamem_e determinada por la trayectoria de voltaje que
sigue a los PAs (o PPH), se estudio el efecto de los agonistas colinergicos sobre este

evento, (el PPH).
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El PPH depende principalmente de corrientes de K" activadas por Ca** (Pineda
et al., 1992) y el carbacol (un agonista colinérgico) es capaz de disminuir la amplitud del
PPH. Por otro lado, la atropina (antagonista muscarinico) y la pirenzepina (antagonista de
receptores muscarinicos de los tipos M1 y M4) bloquean el efecto del carbacol. Por tanto la
reduccion del PPH producido por el carbacol es a través de la estimulacién de receptores
muscarinicos del tipo M1 y/o M4, la galamina y el AF-DX antagonistas selectivos de los
receptores M2 no bloquean los efectos producidos por el carbacol (Pineda et al., 1995).

Hasta ahora no era posible conocer el tipo de receptor muscarinico que es
activado, al aplicar muscarina, (receptores M1 o M4) ya que no existian agonistas
selectivos para su activacion. Analogos del DAG (ej. ester de forbol dibutiril 12, 13
glicerato) mimetizan los efectos producidos por los agonistas colinérgicos, mientras que el
4 alfa-PMA, un analogo que no activa la PKC, no reprodujo el efecto del carbacol, con lo
cual se concluye que la activacién de receptores muscarinicos producen un incremento en
la frecuencia de disparo de las NEMs debido principalmente a la reduccién del PPH que
sigue a cada PA (ver figura 8) y que la via de sefializacion involucrada en el aumento de la
frecuencia activa la via de la fosfolipasa C (PLC) a través de la activacion de proteinas Go/i
(Vilchis et al., 2000).

Estudios previos han mostrado que durante el PPH participan de manera importante
corrientes de potasio dependientes de la entrada de Ca"" de los tipos SK y BK (Pineda et
al., 1995; Blatz y Magleby, 1987; Miller et al., 1985; Sah y McLachlan, 1992; Storm, 1987)
y los canales de calcio del tipo N y P/Q son responsables de activar estas corrientes (Vilchis
et al., 1999; Pérez-Garci et al, 2003). Adicionalmente, se sabe que la activacion de
receptores muscarinicos disminuye las corrientes de Ca'" del tipo N y P/Q (no-L, Pérez-

Rosello et al., 2002; Surmeier et al., 1999), ( Ver figura 9, Vilchis et al.. 1999).
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Figura 8. Aumento de la frecuencia de disparo por activacién de receptores muscarinicos.

A, tren de potenciales de acci6n en respuesta a la aplicacién de un pulso rectangular de corriente
despolarizante (abajo) a un potencial de membrana despolarizado (-55 mV) en condiciones control.
B, la misma neurona en presencia de muscarina (1pM), note el aumento en la frecuencia de disparo
en respuesta al mismo pulso de corriente. En la columna de la derecha arriba, se muestra en otra
neurona dos PPH que siguen a un PA (truncado) en condici6n control y después de aplicar carbacol,
note la reduccion en la amplitud del PPH. En medio, el efecto del carbacol sobre el PPH se bloquea
en presencia de pirenzepina. Abajo, se muestra como analogos de diacilglicerol mimetizan el efecto
del carbacol sobre el PPH (Pineda et al.,1995).
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Figura 9. Participacion de las corrientes de calcio del tipo “no-L”(N y P/Q) en la generaci6n del
PPH que sigue a cada PA y las corrientes de potasio dependientes de calcio en la NEM del
neoestriado. En A se muestra la reduccion en la amplitud del PPH que sigue a un PA (truncado)

después de aplicar el bloqueador de canales de calcio del tipo no L (®-CTx MVIIC). En B se
muestra que el bloqueador de canales de calcio del tipo L (nicardipina) no tiene efecto sobre la

amplitud del PPH que sigue a un PA. En C se ilustra que la ®-CTx MVIIC disminuye
significativamente las corrientes de potasio dependientes de calcio y en D se muestra que la
nitrendipina tiene poco efecto sobre las corrientes de potasio dependientes de calcio, note que la
aplicacion de cadmio reduce dichas corrientes significativamente (Vilchis et al., 2000).

La via de sefializacién descrita para la activacion de los receptores muscarinicos
(M1) en las NEM, es la siguiente: El receptor muscarinico del tipo M1 actua a través de una
proteina de la clase Gq/11 la cual activa a la fosfolipasa C, produciéndose asi la hidrolisis
de fosfatidil inositol bifosfato de la membrana celular, dando ori gen a los segundos
mensajeros IP3 y diacilglicerol (DAG), donde el DAG activa a la proteina cinasa C (PKC)

lo que produce la fosforilacion de canales de calcio del tipo no L (N y P/Q) (ver figura 10).
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Figura 10. Esquema de la via de sefializacién propuesta durante la activacién de receptores
muscarinicos (M1). El receptor muscarinico actiia a través de una proteina de la clase Gg/11 la cual
activa a la fosfolipasa C, produciéndose la hidrélisis de fosfatidil inositol bifosfato en la membrana
celular, dando origen a los segundos mensajeros IP3 y DAG, donde el DAG activa a la proteina
cinasa C que produce la defosforilacion de canales de calcio de los tipos N y P/Q (no L).

En resumen:

1.- A potenciales despolarizados el incremento de la excitabilidad producido por la
muscarina, se explica por una disminucién del PPH que sigue a cada PA, el cual depende
de la entrada de Ca"™ por canales de los tipos N y P/Q (figuras 8 y 9). El efecto excitatorio
producido por los agonistas del tipo D1 se explica por la generacion de mesetas
despolarizantes resultado de un aumento en la conductancia de calcio del tipo L (figuras 4 y
5).

2.- A potenciales hiperpolarizados el efecto excitatorio de la muscarina se debe

principalmente a una disminucién de una corriente rectificadora entrante (sensible a cesio)
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la cual acerca a la neurona al umbral de disparo facilitando el mismo, mientras que el efecto

inhibitorio de los receptores D1 incrementa esta corriente de potasio (figura 3).

Planteamiento del problema

+Cémo interactiian ambos efectos, el dopaminérgico (D1) y el muscarinico (M1) sobre

las neuronas espinosas medianas?

Se ha descrito un aumento en. la frecuencia de disparo producido por la
activacion de receptores dopaminérgicos del tipo D1 y muscarinicos del tipo M1 y/o M4 a
potenciales de membrana despolarizados (Hernandez-Lopez et al., 1997; Galarraga et al,
1999) lo cual sugiere un posible sinergismo sobre la frecuencia de disparo si se activan
ambos receptores.

La activacién de receptores dopaminérgicos del tipo D1 es dependiente de
voltaje y a potenciales hiperpolarizados inhibe la frecuencia de disparo (Pacheco-Cano et
al., 1996; Hernandez-Lopez et al., 1997), mientras que, los efectos colinérgicos sobre la
frecuencia de disparo neuronal no dependen del potencial de membrana ya que tanto a
potenciales despolarizados como a potenciales hiperpolarizados su efecto sobre la
frecuencia de disparo siempre es excitatorio. Lo cual nos sugiere un posible antagonismo
sobre la frecuencia de disparo al activar ambos receptores cuando la neurona estd

hiperpolarizada.

Se desconoce que tipo de receptor muscarinico esta involucrado en cada uno de

los efectos producidos por la activacion muscarinica en estas células, ya que hasta antes de
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realizarse este proyecto no se contaba con las herramientas farmacoldgicas capaces de
activar selectivamente a los receptores del tipo M1 o del tipo M4 por separado.
Recientemente se cuenta ya con esta herramienta farmacoldgica: toxinas
muscarinicas capaces de activar receptores dx;,l tipo M1 o M4 por separado, y que no habian
sido probadas electrofisiolégicamente hasta ahora (Jerusalinsky et al., 1995, Karlsson et al.,

2000; Purkenson y Potter, 1998).

OBJETIVOS.

I Caracterizar los efectos electrofisiolégicos subumbrales al activar receptores
muscarinicos de tipo M1 o M4, e identificar la naturaleza i6nica que presenta esta
modulacién subumbral.

II Estudiar los efectos clectroﬁsiolégicqs resultado de activar secuencialmente a los
agonistas dopaminérgicos del tipo D1 y muscarinicos del tipo M1.

I11 Estudiar los efectos que sobre la frecuencia de disparo de las NEMs, se producen al
aplicar secuencialmente los agonistas dopaminérgicos de tipo D1 y muscarinicos de
tipo M1o M4, haciendo uso de las toxinas muscarinicas.

IV Encontrar evidencias de la posible participacion de los canales de calcio del tipo L, o

de otros tipos, en la modulacion del disparo neuronal.
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METODOS.

Para este trabajo de tesis se realizaron registros intracelulares usando la técnica de
fijacion de corriente en rebanadas de cerebro de rata adulta de 350 um de grosor (Wistar de
100 a 120 g de peso), mantenidas “in vitro”, obtenidas con un vibratomo, y perfundidas con
solucién salina de composicioén (en mM): 125 NaCl, 3 KCI, 1 MgCl,, 2CaCl,, 25 NaHCOs,
10 D-glucosa, 0.0002 tiurea y 0.0002 L-acido ascérbico (saturada por carbogeno, 95% O,
y 5% CO,, a pH=7.4 y 300 mOsM/L y 32-34 °C). Se utilizaron microelectrodos "finos"
("sharp") de 80-120 M Q de resistencia d.c, llenos con una solucion de 3 M de acetato de
K" y de 1-2% de biocitina (Horikawa y Armstrong, 1988). Los registros se obtuvieron en
una camara de inmersion total con la ayuda de un amplificador d.c. de alta impedancia de
entrada.

La estimulacion consistio en inyecciones intracelulares de rampas de corriente (0.5-
1 nA/s; 1 mV/ms, Galarraga et al., 1994; 1999a; Pacheco-Cano et al., 1996), donde el
potencial de membrana cambi6 de -100 mV a -40 mV aproximadamente (figura 11).

Se opto6 por seguir este protocolo de estimulacion, ya que mimetiza la trayectoria de
voltaje por la cual transitan estas neuronas en el animal “in vivo” de manera espontanea
(Wilson, 1998). En estas condiciones se pasa de un estado hiperpolarizado (estado de
reposo) a un estado despolarizado (estado activado) del potencial de membrana. En este

ltimo estado, la NEM es capaz de generar potenciales de accion.
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Figura 11. Comparaci6n de la transicién de voltaje registrada “in vivo” con la respuesta al inyectar
una rampa de corriente “in vitro”. La parte superior de la figura muestra el registro “in vivo” de la
transicion del voltaje que estas neuronas presentan espontaneamente. La parte inferior muestra un
registro “in vitro” de la transicién de voltaje én respuesta a la estimulacién en una rampa de
corriente.

En condiciones de fijacién de corriente, la respuesta a la estimulacién con rampas
ayudé a probar las acciones de los farmacos en un rango subumbral de voltaje (de -100 a -
45 mV). Al mismo tiempo, se evalué la influencia de los cambios subumbrales sobre la
descarga (Pacheco-Cano et al., 1996). Un cambio en la pendiente de la relacién corriente
voltaje (I-V) construida con la respuesta obtenida puede ser interpretada como un cambio
en la resistencia de entrada (Rx) inducida por alguno de los agonistas (Galarraga et al.,
1994; Pacheco-Cano et al., 1996). La resistencia de entrada, se obtuvo de la pendiente de la
funcién I-V en su zona mas lineal.

Los farmacos utilizados fueron los siguientes: N-metil D- glutamina (NMG), (para

substituir al NaCl cuando se usaron concentraciones de bajo sodio), cloruro de cesio (Cs"),

cloruro de cadmio (Cd2+) y tetrodotoxina (TTX), (Sigma, St.Louis, MO). Los ligandos
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muscarinicos usados para cumplir los objetivos fueron: muscarina (RBI, Natick, MA), las
toxinas muscarinicas MT-1 (agonista selectivo de los receptores M1) y MT-3 (antagonista
especifico de los receptores M4) obtenidas del veneno de la serpiente Dendroaspis
angusticeps (Alomone Lab, Jerusalem, Israel) y la toxina MT-7, antagonista especifico de
los receptores M1 (Peptides Internacional, Louisville, KY). Las toxinas fueron alicuotadas
y agregadas a la solucién salina a concentraciones conocidas, asi como el agonista

dopaminérgico del receptor del tipo D1: SKF 81297 (RBI, Natick, MA).

Para estudiar la modulacion del disparo repetitivo se obtuvo la relacion “corriente
inyectada vs frecuencia de disparo” (I-F), aplicando escalones de corriente despolarizantes
de distintas intensidades, a potenciales de membrana despolarizados (de -55 a -65 mV). Las
curvas I-F se realizaron en condicién control y después de aplicar los agonistas
muscarinicos y dopaminérgicos secuencialmente en la misma neurona. Con el fin de
estudiar la modulacién del potencial subumbral producida por la activacion secuencial de
los receptores muscarinicos y dopaminérgicos se procedié a estimular con rampas de
corriente.

Por ultimo, para estudiar el efecto de los farmacos (agonistas dopaminérgicos y
colinérgicos) sobre la meseta despolarizante, que depende principalmente de una corriente
calcio del tipo L y el PPH que sigue a un solo PA, que depende principalmente de
corrientes de K™ dependientes de Ca', se aplicaron breves pulsos de corriente
despolarizante a potenciales de membrana despolarizados (aprox. -55 mV).

Las neuronas registradas fueron visualizadas mediante técnicas anatomicas de doble
marcado con anticuerpos para SP y ENK (doble marcado, intracelular, e

inmunocitoquimica contra los peptidos. Galarraga et al., 1999).
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Los registros obtenidos se digitalizaron y guardaron en cintas de video que
posteriormente fueron procesadas en una PC, con la ayuda del programa Lab-VIEW

(Nacional Instruments), y con los programas Sigma Plot y Origin.

RESULTADOS

I Efectos muscarinicos subumbrales debidos a la activacion de receptores

muscarinicos de los tipos M1 y M4.

Los resultados obtenidos en la primera parte de este proyecto de tesis, mostraron
con la ayuda de los péptidos selectivos para los receptores muscarinicos del tipo M1 y M4
(toxinas muscarinicas obtenidas del veneno de la serpiente Dendroaspis angusticeps,
Jerusalinsky et al., 1995, Karlsson et al., 2000; Purkenson y Potter, 1998) que ambos
receptores muscarinicos estan involucrados en la modulacion de la respuesta subumbral de
las NEMs del NE. Los resultados fueron publicados en el siguiente articulo: “Muscarinic
receptors involved in the subthreshold cholinergic actions of neostriatal spiny neurons”

Synapse 46: 215-223 (2002) que se anexa a continuacién.
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Muscarinic Receptors Involved in the
Subthreshold Cholinergic Actions of
Neostriatal Spiny Neurons

ALEJANDRA FIGUEROA, ELVIRA GALARRAGA,* anp JOSE BARGAS
Dept. de Biofisica, Instituto de Fisiologla Celular, UNAM, México City, D.F. México, 04510

KEY WORDS muscarinic toxins; inward rectification; muscarinic receptors; neostri-
atum; M,-receptor; M,-receptor; cationic conductance
ABSTRACT  Administration of the peptide MT-1 (48 nM), a selective agonist of

muscarinic M,-type receptors, mimicked the subthreshold actions of muscarine (1 pM)
on neostriatal neurons, i.e., it produced a reduction in subthreshold inward rectification
leading to an enhancement in input resistance (Ry) and evoked discharge. In all
recorded cells, MT-1 effects remained in the presence of the specific peptidergic antag-
onist of the M,-type receptor, MT-3 (10 nM), but were blocked by the specific M;-type
receptor antagonist MT-7 (5 nM). These results suggest that most muscarinic facilita-
tory actions in the subthreshold voltage range occur through M;-type receptors. How-
ever, in a fraction of cells (40%) muscarine produced an excitability enhancement not
blocked by MT-7. This additional facilitatory action, not present when using MT-1, was
blocked by MT-3, suggesting it was mediated by M,-type receptor activation. This
facilitation could not be blocked by Cs*, TTX, or Cd**, but only by a reduction in
extracellular sodium. This result is the first evidence that M,-type receptor activation
enhances a cationic inward current in a fraction of neostriatal projection neurons.

Synapse 46:215-223, 2002.

INTRODUCTION

It has been demonstrated by both current- and voltage-
clamp studies that muscarinic receptor agonists modu-
late the Cs*-sensitive inward rectification of neostriatal.
projection neurons (Dodt and Misgeld, 1986; Galarraga et
al.,, 1999a; Hsu et al., 1996). Inward rectification domi-
nates the subthreshold voltage behavior of spiny neurons
(Galarraga et al,, 1994; Nisenbaum and Wilson, 1995;
Mermelstein et al., 1998; Reyes et al,, 1998), and thus
condition their activation properties. Voltage-clamp anal-
ysis has imputed subthreshold rectification to Kir2-type
channels (Mermelstein et al., 1998). Current-clamp ex-
periments disclosed that activation of muscarinic recep-
tors causes a decrease in inward rectification, which in
turn produces an enhancement in neuronal input resis-
tance (Ry) and a facilitation of evoked discharge (Galar-
raga et al., 1999a,b; Calabresi et al., 2000). These actions
can be elicited by endogenous acetylcholine (Galarraga et
al., 1999a). Blockade of rectification by Cs" occludes most
muscarinic actions (Galarraga et al., 1999a; Hsu et al.,
1996). However, it has not been conclusively demon-
strated which muscarinic receptors are involved in this
action (Calabresi et al., 2000), since only nonselective
musearinic ligands have been tested (Galarraga et al,
1999a).

© 2002 WILEY-LISS, INC.

© 2002 Wiley-Liss, Inc.

Another question is if inward rectification explains
all muscarinic actions in the subthreshold range. Mus-
carinic receptor agonists may enhance Ry at more pos-
itive membrane potentials (i.e., between —60 mV and
—45 mV) (Shen and North, 1992; Galarraga et al.,
1999a,b), where inward-rectifying channels are not
likely to be activated. This effect may also help to
facilitate evoked discharge and it is not sensitive to
Cs', Cd**, TTX, or Co®' (Galarraga et al, 1999a).
Hence, it cannot be attributed to the inward-rectifying
conductance.

Therefore, the present current-clamp analysis made
use of peptides that selectively target muscarinic M,-
and M,-type receptors (Bradley, 2000; Jerusalinsky et
al., 1995; Karlsson et al.,, 2000; Liang et al.,, 1996;
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Purkerson and Potter, 1998) to discover: 1) the musca-
rinic receptors that modulate subthreshold voltage be-
havior in spiny neurons, 2) the percentage of cells that
exhibit these subthreshold voltage behaviors, and 3) their
ionic nature. A preliminary report of this study has been
presented in abstract form (Figueroa et al., 1999).

MATERIALS AND METHODS

The present experiments were performed on rat dor-
sal neostriatal slices maintained in vitro as previously
reported (Galarraga et al., 1999a). Briefly, Wistar rats

(100-200 g) were deeply anesthetized with ether and*

perfused transcardially with 50 ml of an iced-cold (4°C)
saline solution containing (in mM): 125 NaCl, 3 KCl, 2
CaCl,, 1 MgCl,, 25 NaHCOj, 10 p-glucose, 0.0002 thio-
urea, and 0.0002 L-ascorbic acid (saturated with 95%
0, and 5% CO,; 300 mOsm/L, pH = 7.4). The brain was
rapidly removed and placed into this solution before
slicing. Sagittal slices (350 pum thick) of the neostria-
tum were obtained with a vibratome and incubated 60
min at 25°C before recording in the same saline. The
slices were recorded in a submerged chamber and su-
perfused with the same saline (except that choline-Cl
or N-methyl-glucamine, NMG, substituted NaCl when
using low Na* saline) at 2 ml/min (34-36°C). Intracel-
lular recordings were performed with microelectrodes
filled with 3 M K-acetate (DC resistance ~80-120 M(2).
Records were obtained with an active bridge electrom-
eter (Neuro Data; Cygnus Technology, Delaware Water
Gap, PA), digitized, and saved on VHS tapes (40 kHz)
to be analyzed off-line with a PC-clone computer. The
preferred stimulus for the present study was a current
ramp injected intracellularly (0.5-1 nAfs; 1 mV/ms)
(Galarraga et al., 1994; 1999a,b; Pacheco-Cano et al.,
1996). In current-clamp conditions, responses to ramp

stimuli allows one to easily test the actions of a trans-.

mitter in the subthreshold voltage range (from ca.
—100 to ca. —45 mV) and at the same time evaluate the
influence of any subthreshold change on evoked dis-
charge (e.g., Pacheco-Cano et al., 1996; Pineda et al,,
1995). A change in the slope of the current-voltage
relationship (I-V plot) built with ramp responses can
be interpreted as an input resistance (Ry) change in-
duced by the transmitter (Galarraga et al, 1994,
1999b; Pacheco-Cano et al., 1996). The I-V slope was
defined quantitatively as the derivative (dV/dI) of the
I-V plot at resting membrane potential (Galarraga et
al., 1994). In the present study, stimulus intensity was
regulated so that only a few spikes were evoked in the
control condition. To take into account the variability
between the samples experiments were paired, so that
measurements in the presence or absence of drugs
were compared in the same neuron and in the same
sample with a nonparametric test (Wilcoxon's T). Al-
though not shown for the sake of figure clarity, re-
sponses described were reversible with the exception of
MT-1 toxin. Means * SEM, medians, and ranges of Ry
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changes are reported. N-methyl D-glucamine, cesium
chloride (Cs*), cadmium chloride (Cd**), and tetrodo-
toxin (TTX) were obtained from Sigma (St. Louis, MO).
Muscarinic ligands were: muscarine (RBI, Natick, MA),
the muscarinic toxins MT-1 and MT-3 from Dendroaspis
angusticeps (Alomone Lab, Jerusalem, Israel) and MT-7
(Peptides International, Louisville, KY). All reagents
were added from stock solutions to the bath saline.

RESULTS

A linear depolarizing current ramp typically evokes a
nonlinear voltage behavior in the subthreshold range
(Fig. 1A,D; stimulus ramp is on top in this and other
figures). The nonlinearity of the voltage trajectory to-
wards firing is mainly due to inward rectification (Ga-
larraga et al., 1994; Nisenbaum and Wilson, 1995). The
voltage trajectory can be used to build current-voltage
relations (I-V plots) (Fig. 1C). Notice that apparent Ry
(I-V plot slope) keeps increasing during constant depo-
larization (Fig. 1C). This inward rectification can also
be observed after steady-state I-V plots built with step
stimuli (not shown, but see Galarraga et al.,, 1994;
Nisenbaum and Wilson, 1995; Reyes et al., 1998). Volt-
age-clamp and single-cell polymerase chain reaction
(scRT-PCR) analyses demonstrated that one cause for
this voltage behavior is the presence of an inward rec-
tifying current of the Kir2 type expressed by neostria-
tal spiny neurons (Mermelstein et al., 1998).

The addition of muscarinic receptor agonists such as
muscarine (1 pM) (Fig. 1B) produced an apparent in-
crease in Ry in the subthreshold range (Fig. 1C, ar-
rows) (Dodt and Misgeld, 1986; Pineda et al.,, 1995;
Galarraga et al., 1999a,b; Calabresi et al., 2000). This
is accompanied by a decrease in the inward-rectifying
current (Hsu et al., 1996). In the present work, 18
neurons were analyzed quantitatively before and dur-
ing muscarine administration (see Materials and
Methods). Muscarine had effects in every cell tested
(100%): Ry increased from (mean * SEM) 44 * 1.8 M),
median = 42 M(}, range = 31-61 M{) in the controls, to
58 + 3.2 M(), median = 56 M(), range = 39-80 M{} in
the presence of 1 pM muscarine (P < 0.001; Wilcoxon’s
T-test). Therefore, a significant increase in Ry of about
33% (with medians) was detected after muscarine.

The peptidic muscarinic receptor agonist, MT-1 (48
nM), which is selective but not specific for muscarinic
M,-type receptors, was tested to see if it mimicked the
effects of 1 uM muscarine on Ry (Fig. 1D-F). The MT-1
peptide also had effects in every cell tested: Ry was
enhanced from 45 * 12 M(}, median = 42 M{), range =
17-78 in the controls to 54 + 12 M(), median = 48,
range = 24-88 in the presence of the MT-1 peptide
(n = 6, P < 0.03, Wilcoxon’s T-test). This effect was
significant and about half of the effect produced by
muscarine (Cf. Fig. 1C,F). However, the concentration
of MT-1 employed was not saturating, since higher
concentrations might affect other receptor types.
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muscarinic peptide (48 nM).

These results suggest that, at doses that mainly
bind M,-type receptors, the MT-1 peptide could
mimic the effects of muscarine on the subthreshold
voltage behavior of spiny neurons. This suggested
that M,-type receptor activity modulates the sub-
threshold voltage behavior of spiny neurons. To con-
firm the role of M,-type receptors a specific antago-
nist, the MT-7 peptide, was tested. MT-7 (5 nM)
blocked the actions of both musecarine (1 pM) (n = 2)
and the MT-1 peptide (48 nM) (n = 2). Figure 2A-C
illustrates a representative experiment using MT-1.

The experiments with muscarine yielded similar re-
sults (not shown). Ry did not change during the
course of the experiment (at least 1 h recording)
when MT-7 accompanied MT-1. Thus, the results
confirmed that M,-type receptor activity modulates
subthreshold membrane behavior. This conclusion
has been suggested previously (e.g., Galarraga et al.,
1999a) using less selective antagonists (Caulfield
and Birdsall, 1998), but this is the first report on the
physiological actions of the muscarinic peptides on
the subthreshold behavior of spiny cells.
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To further support the above conclusion, we tested
whether the specific muscarinic M,;-type receptor an-
tagonist, the MT-3 peptide, could block the actions of*
muscarine or the MT-1 peptide. Figure 2D-F illus-
trates a representative experiment using muscarine as
the muscarinic receptor agonist. The MT-3 peptide
(5-10 nM) was unable to block the Ry enhancement
produced by muscarine (1 pM) (n 11). The MT-3
peptide was also unable to block the action of the MT-1
peptide (n = 2) (not shown). The fact that a specific
M,-type receptor antagonist did not block most actions
of muscarine, or the MT-1 peptide, whereas a specific
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not block the usual change in slope
(Ry,) as a result of muscarine. The
same result can be obtained with
MT-1 (not shown).
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M,-type receptor antagonist easily blocked these ef-
fects allows a conclusive statement about the role of
M,-type muscarinic receptors in the modulation of the
subthreshold behavior of spiny cells. These results also
show that muscarinic peptides acted as expected on
neostriatal projection cells.

Nevertheless, in a sample of neurons the MT-3 pep-
tide could block a part of the facilitatory response pro-
duced by muscarine. This additional facilitatory re-
sponse was not present during MT-1 action and was
only present after muscarine in a fraction of cells (7/18
or 40%). One case is illustrated in Figure 3A,B. Mus-
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carine (1 uM) produced an enhancement of Ry and
evoked discharge (see corresponding I-V plots in Fig.
3E). As expected, most subthreshold actions were not
reversed by MT-3, since corresponding 1-V plots in
Figure 3F (muscarine vs. muscarine plus MT-3) super-
imposed almost completely. However, Figure 3C also
shows that the MT-3 peptide could reverse a part of
these effects. At potentials just below firing threshold,
a change in I-V slope could be detected (Fig. 3F). This
was accompanied by a corresponding decrease in

evoked discharge (Fig. 3C). When the MT-3 peptide-

was removed from the superfusion, the full I-V relation
and evoked discharge obtained with muscarine alone
could be recovered (Fig. 3D,G). Thus, the MT-3 peptide
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did not block most effects of muscarine at subthreshold
membrane potentials, especially the most negative, but
partially reversed the effects of muscarine at the most
positive subthreshold potentials in 40% of the neurons.
This suggests the participation of an ion conductance,
different from the inward rectifier, in the subthreshold
response.

Figure 4 shows that the subthreshold response to
cholinergic muscarinic agonists on spiny projection
neurons cannot be suppressed with either sodium or
calcium channel blockers. Figure 4A,C shows a super-
imposition of subthreshold voltage trajectories in re-
sponse to current ramps (not shown) in both control
conditions and in the presence of 400 pM Cd*' (n = 5)
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or 1 uM tetrodotoxin (TTX) (n = 6). Figure 4B,D shows
the corresponding I-V plots. Notice that the response
to 1 .M muscarine persists in both cases. This suggests
that the response to muscarine, in the entire sub-
threshold range, does not depend on either a Na*
(TTX-sensitive) conductance or on a subthreshold Ca?"
conductance. These findings also confirm that musca-
rinic actions studied are direct, i.e., the receptors acti-
vated are on spiny cells (since Cd** and TTX would
suppress most spontaneous, and all evoked, synaptic
activity in the preparation).
+MUSCARINE - Figure 5 shows the voltage responses of a cell repre-
sentative of another set of experiments. In these exper-
iments, both 5 mM Cs* and 1 uM TTX were adminis-
tered. Thus, Figure 5A shows the block of inward
47 rectification by Cs* at hyperpolarized potentials. This
blockade produced a characteristic voltage trajectory
that has been described with both ramp and step stim-
uli (Galarraga et al.,, 1994; Reyes et al., 1998). Notice
that, under these conditions, addition of muscarine (1
pM) did not affect the hyperpolarizing region of the
voltage trajectory (Fig. 5B) (see corresponding I-V
plots in Fig. 5D). Thus, Cs* occluded most muscarinic
responses at the most negative subthreshold voltage
. . range. However, in some neurons the depolarizing re-
05 00 05 1.0 gion of the voltage response still exhibited an increase
Current (nA) in slope due to muscarine (Fig. 5D). In other words, Cs*
occluded the muscarinic action in the region where the
inward-rectifying Cs*-sensitive conductance activates,
Cc but did not affect the muscarinic response at the more
depolarized subthreshold region. In this condition we
added the MT-3 peptide to the bath saline (Fig. 5C).
I-V plots in Figure 5E show that this M,-type receptor
antagonist reversed most of this musearinic action (n =
3). This effect was reversible (not shown). These results
confirmed that a part of the facilitatory action of mus-
carine in some spiny projection neurons may be medi-
ated by M,-type receptors and further confirmed that
they do not depend on a TTX-sensitive conductance.
Since Cs*, Cd**, and TTX cannot block the musca-
rinic response at depolarized subthreshold potentials
(Figs. 4, 5) (Galarraga et al., 1999a), we performed a set
D of experiments in saline with a low concentration of
extracellular Na®*. The results in a representative cell
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are depicted in Figure 6: in opposition to Cs*, a low
Na*-saline occluded muscarinic actions at the most
depolarized subthreshold potentials, but musearinic
actions at the most hyperpolarized subthreshold poten-

tials were left intact (n = 4). These experiments clearly,

showed that a part of the muscarinic response, where
the action of the M -type receptor antagonist may be
present, does not depend on the Cs”-sensitive inward-
rectifying conductance.

DISCUSSION

This is the first report on the membrane actions of
the muscarinic peptides (Bradley, 2000; Jerusalinsky
et al., 1995; Karlsson et al., 2000; Liang et al., 1996;
Purkerson and Potter, 1998) on neostriatal projection
neurons. The importance of this report relies on the
heavy cholinergic modulation of the neostriatal output
(Calabresi et al., 2000). This work reports that musca-
rinic peptides acted as expected according to previous
knowledge.

TTX+Cs’

ﬁ

+ MT-3 TOXIN

%3

221
1.0 D

0 +HVIUSCARINE
4.0 -504

nA TTX+Cs’

=100

=150+

+MUSCARINE >

Membrane potential (mV)

+ MT-3 TOXIN

-1 0 1
Current (nA)

| 25mv

250 ms

Nonselective antagonists (Caulfield and Birdsall,
1998) had been tested before in these neurons (Galar-
raga et al., 1999a; Calabresi et al., 2000). The results
obtained with the peptidic antagonists supported the
general view obtained with the less selective drugs and
different techniques, i.e., that the main postsynaptic
muscarinic receptor on spiny projection cells is the
M,-type receptor (Alcantara et al., 2001; Consolo et al.,
1987; Hersch et al., 1994; Weiner et al., 1990; Yan and
Surmeier, 1996). This conclusion was reached based on
the fact that a specific M,-type receptor antagonist
(MT-3) did not block most actions of muscarine, or the
MT-1 peptide, whereas a specific M,-type receptor an-
tagonist (MT-7) easily blocked these effects.

The present results confirmed the important sub-
threshold facilitatory actions of muscarinic agonists in
these neurons (Dodt and Misgeld, 1986; Galarraga et
al., 1994; Nisenbaum and Wilson, 1995; Mermelstein et
al., 1998; Reyes et al., 1998; Calabresi et al., 2000),
namely, an increase in apparent Ry with a consequent
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increase in excitability and evoked discharge. Further,
they show conclusively that these facilitatory actions
are mainly due to M,-type receptor activation in the
great majority of cells. The relevance of this conclusion
becomes clear by recalling that endogenous acetylcho-
line is able to produce these actions (Galarraga et al.,
1999a). And since muscarinic receptor activation also
decrease outward currents activated by firing in these
cells (Pineda et al., 1995; Gabel and Nisenbaum, 1999),
the overall postsynaptic result due to muscarinic recep-

tor activation is facilitation. Therefore, the main cellu-*

lar correlate of the behavioral states produced by in-
creased cholinergic activity in the neostriatum should
be a facilitation of neostriatal output (Bickerdike and
Abercrombie, 1997).

Other important issues arise from the present exper-
iments: 1) Cs* did not occlude all the subthreshold
facilitatory actions of muscarine. An additional facili-
tatory action may be present at less negative, but still
subthreshold, membrane potentials. 2) It was con-
firmed that this additional facilitatory action cannot be
blocked by Cs', TTX, or Cd*" (Galarraga et al., 1999a)
but only by a low Na' solution. Therefore, it is not due
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to the inward rectifier Kir2 channels, but is likely
caused by a cationic conductance. 3) Part of this addi-
tional facilitation can be induced by activation of M,-
type receptors in some cells (about 40% in the present
sample). This last conclusion is supported by the find-
ing that M -type receptors are abundant in the neos-
triatum (Vilaré et al., 1991) but not all projection neu-
rons express large quantities of them (Yan et al., 2001).

In conclusion, the present results provide evidence
that the subthreshold response to muscarinic receptor
agonists may involve more than a single ion conduc-
tance (Shen and North, 1992; Galarraga et al., 1999a)
and more than a single receptor type. Further experi-
ments are needed to see if M;- and M,-type receptors
cooperate to produce this additional facilitation. M,-
type receptors may participate only in some cells. Per-
haps both receptor types cooperate to activate the same
conductance or a further dissection of ion conductances
may be necessary. A difficulty of these studies is that
not all cells express large quantities of both receptor

" types. A synergy between M;- and M,-type receptors is

expected to produce a strong facilitation and enhanced
excitability. It is doubtful if cells expressing M,-type
receptors belong to the direct or the indirect pathway
(Yan et al., 2001).

It is intriguing that, postsynaptically, muscarinic ac-
tivation is facilitatory for the projection neurons (Ga-
larraga et al., 1999a; Pineda et al., 1995; Gabel and
Nisenbaum, 1999), whereas presynaptically it is inhib-
itory, i.e., it decreases the release of both glutamate
from cortical afferents (Herndndez-Echeagaray et al,
1998; Barral et al., 1999; Calabresi et al., 2000) and
GABA from the synaptic contacts that neostriatal in-
terneurons make on spiny neurons (Calabresi et al.,
2000; Koos and Tepper, 2002). In the case of cortical
afferents the receptors involved appear to be of the M,-
and/or My-types (Herndndez-Echeagaray et al., 1998)
and their affinity seems to be much higher than the
postsynaptic receptors (nanomolar vs. micromolar
range). That is, at a low level of activity the cholinergic
function may be expected to repress desynchronized
inputs, thus collaborating with the low level of sponta-
neous activity seen on the neostriatum. But a strong
synchronized input will activate the cholinergic inter-
neuron so that released acetylcholine may reach the
concentration necessary to produce output facilitation
(Galarraga et al., 1999a). Noticeably, a biphasic mod-
ulation has also been found for another important mod-
ulator of basal ganglia function: dopamine (Galarraga
et al., 1997; Hernandez-Lopez et al., 1997, 2000). In
vivo correlated experiments are needed to find out
what this means. A feedback system controls the firing
of the cholinergic interneuron, since inhibitory M,-type
muscarinic autoreceptors control (Calabresi et al.,
1998; Galarraga et al., 1999a; Yan and Surmeier, 1996)
the firing of these interneurons and perhaps facilitates
the induction of rhythmic firing patterns (Bennett and
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Wilson, 1999; Dolezal and Tucek, 1999), whereas nico-
tinic receptors strongly activate GABAergic interneu-
rons (Koos and Tepper, 2002). Thus, the complexity of
muscarinic actions on the network is overwhelming
and represents a great experimental and modeling
challenge.

Antimuscarinic drugs may ameliorate the symptoms
of Parkinson’s disease. However, given the weak selec-
tivity of the antagonists used in therapeutics nowa-
days, it is no surprise that antimuscarinics do not
constitute the treatment of choice. However, a sharp
division of roles in the excitability and output of the
striatal net is now evident, depending on the activation
of different muscarinic receptors. Therefore, the advent
of a new generation of more selective antimuscarinic
drugs may improve the available therapeutic choices in
the near future (Eglen et al., 2001).
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En resumen, en cada figura del trabajo se muestran los cambios en las propiedades
subumbrales de membrana al aplicar los agonistas y antagonistas muscarinicos. El disparo
en todos los casos se produjo con una rampa de corriente lineal. Sin embargo la respuesta
de voltaje nunca fue lineal. En todos los casos se compara a la misma neurona en condicién
control y después de aplicar los farmacos. Los registros en ambas condiciones se usaron
para construir curvas de la relacién corriente voltaje (I-V). En ellos se observan los
cambios en la pendiente de la curva I-V (es decir cambios en la resistencia de entrada de la
neurona), los cuales pueden evitar o facilitar la despolarizacién que lleva hacia el disparo.

Asi, la activacion de receptores muscarinicos del tipo M1 con el péptido MT-1
(agonista selectivo de estos receptores) mimetizo las acciones muscarinicas en estas
neuronas tanto subumbrales como sobre la frecuencia de disparo. La rectificacién anémala
disminuy6 y la resistencia de entrada aumenté (Fig. 1 del articulo). En todas las neuronas
probadas, el efecto predominante del péptido MT-1 permaneci6 en presencia del péptido
antagonista a los receptores del tipo M4, la toxina MT-3, pero fueron bloqueados por el
antagonista especifico a los receptores del tipo M1, la toxina MT-7 (Fig. 2 del articulo).

Estos resultados sugieren que la mayoria de las acciones facilitadoras de la
muscarina sobre las NEMs, en los rangos subumbrales de voltaje, ocurren a través de la
activacion de receptores del tipo M1. Sin embargo, en un porcentaje de neuronas espinosas
registradas (40 %) la muscarina produjo un incremento en la excitabilidad que no pudo ser
bloqueado por el antagonista MT-7. Esta despolarizacion adicional nunca se presenté al
aplicar MT-1 y pudo ser bloqueada por el antagonista de receptores del tipo M4 (el péptido
MT-3); lo cual se muestra en la figura 3 de]- articulo, en donde también se observa que el

bloqueo fue revertido al quitar esta toxina del medio de perfusion (figura 3D) . La
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facilitacion adicional atribuida a la activacién de receptores del tipo M4 no pudo ser
bloqueada por cadmio, TTX (figura 4) o cesio afiadidos a la perfusién (figura 5).

Pero si se bloqueé al reducir el sodio de la solucién control (figura 6), lo cual
sugiere que esta respuesta no es debida a canales rectificadores entrantes, sino a una posible
conductancia cationica inespecifica.

Estos resultados, sugieren por primera vez, en las NEM del NE, que la activacién
de receptores del tipo M4 favorecen una posible corriente catiénica en un porcentaje de
estas neuronas. También confirman que el principal receptor postsindptico muscarinico en
las NEMs es el receptor del tipo M1, el cual incrementa la excitabilidad de las neuronas

bloqueando el rectificador entrante.

II Respuestas electricas que dependen del potencial de membrana al activar

secuencialmente agonistas muscarinicos del tipo M1 y dopaminérgicos del tipo D1.

Para estudiar los efectos subumbrales producidos por la activacion secuencial de
receptores muscarinicos y dopaminérgicos del tipo D1 en las NEMs, se procedi6 a
estimular mediante rampas de corriente. En la figura 12, se muestran las respuestas del
potencial de membrana a la inyeccion de rar;':pas de corriente (parte superior de la figura),
al aplicar muscarina (1 pM) y afiadir posteriormente el agonista del receptor dopaminérgico
de tipo DI (1 pM). En A se muestra la respuesta de voltaje obtenida en condicion control.
En B se observa que la muscarina increment6 el disparo en respuesta a la misma rampa de

corriente.

Los registros mostrados en A y B se usaron para construir las relaciones I-V en D,

note que la muscarina incrementé la pendiente de la curva I-V, es decir aumento la
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resistencia de entrada de la neurona en un 30%, favoreciendo la despolarizacion y por tanto
el disparo. En promedio, la muscarina incremento la resistencia de entrada 30 + 5.%:

Este efecto se observé en todas las neuronas registradas (n=6). En C se muestra lo
que sucedié cuando se administré después el agonista dopaminérgico de tipo D1 en
presencia constante de muscarina. Se ve que el agonista dopaminérgico disminuy6 la
frecuencia de disparo en la misma neurona en 20 % revirtiendo los efectos muscarinicos

Los registros en B y C se usaron para construir las relaciones I-V de donde se
observa en E que el agonista tipo D1 disminuy6 la pendiente de la curva I-V, es decir, la
resistencia de entrada de la neurona, evitando la despolarizacién hacia el disparo. En

promedio el agonista tipo D1 disminuy¢ la resistencia de entrada un 21 * 4% en todas las

células registradas.
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Figura 12. Cambios en las propiedades subumbrales de la membrana al aplicar
secuencialmente muscarina y un agonista dopaminérgico tipo D1. A: El disparo se produjo con una
rampa de corriente lineal pero el voltaje registrado en respuesta no es lineal. B. La muscarina
incrementé el disparo en respuesta a la misma rampa de corriente (D). A y B se usaron para
construir las relaciones 1-V. Observese que la muscarina incremento la resistencia favoreciendo la
despolarizacion y el disparo. C. La aplicacion posterior del agonista dopaminérgico del tipo DI
disminuyd la frecuencia de disparo revirtiendo el efecto muscarinico. (E), B y C se usaron para
construir las relaciones I-V. El agonista dopaminérgico tipo D1 disminuy6 la resistencia de
membrana de la neurona y la despolarizacion hacia el disparo.

El potencial de mantenimiento de membrana fue de -85 mV.

En la siguiente figura 13, se mues-tra un experimento similar al anterior pero
invirtiendo el orden de aplicacion de los agonistas, es decir, primero se aplico el agonista
dopaminérgico del tipo D1 (1 pM) y posteriormente la muscarina (1 pM). En A se muestra
la respuesta en el voltaje obtenida en otra neurona en condicién control. En B se muestra la
respuesta al mismo estimulo (rampa) obtenida después de la aplicacion del agonista

dopaminérgico del tipo D1. Podemos observar una disminucion en la frecuencia de disparo
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con respecto al registro control, asi como una disminucioén en la resistencia de entrada
neuronal del 13% (ver cambio de pendientes en las curvas I/V control y en presencia de
muscarina en D). En C se muestra la respuesta obtenida después de aplicar muscarina
(1 uM) en la presencia continua del agonista dopaminérgico del tipo D1 (aplicacion
secuencial). Se aprecia un aumento en la frecuencia de disparo neuronal y en la resistencia
de entrada de 14% (ver curvas I-V en E).

Como puede observarse los efectos dopaminéréicos fueron revertidos al activar los

receptores muscarinicos (n=3).
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Figura 13. Cambios en las propiedades subumbrales de membrana al aplicar, secuencialmente
primero el agonista dopaminérgico tipo D1 y muscarina. A. El disparo se produjo con una rampa de
corriente de entrada (arriba) en condiciones control. B. El agonista del tipo D1 disminuyd el disparo
en respuesta a la misma rampa de corriente D. A y B se usaron para construir la relacion corriente
voltaje (I-V). Observe que el agonista dopaminérgico tipo D1 (SKF 81297) disminuy6 la pendiente
de la curva I-V (es decir redujo la resistencia de entrada de la neurona ) evitando la despolarizacién
hacia el disparo. C. La aplicacion posterior de muscarina aumento la frecuencia de disparo. E. B y
C se usaron para construir la I-V. Observe que la muscarina incrementd la pendiente de la curva I-V
(es decir incremento la resistencia de la neurona ) favoreciendo la despolarizacion hacia el disparo.

De estos experimentos se puede concluir que los efectos de los agonistas
dopaminérgicos y colinérgicos sobre la resistencia de entrada neuronal y la frecuencia de
disparo son opuestos, se antagonizan independientemente del orden de aplicacion.

La activacion de receptores dopaminérgicos del tipo DI siempre produjo una

disminucién de la frecuencia de disparo, acompaiiada de una disminucion en la resistencia
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de entrada (efecto inhibitorio). La activacion de los receptores muscarinicos (tipo M1)
siempre produjo un aumento en la frecuencia de disparo neuronal, acompafiado de un
aumento en la resistencia de entrada (efecto excitatorio). Los resultados muestran un claro
antagonismo funcional entre estos dos transmisores cuando la neurona parte desde
potenciales hiperpolarizados (estado inactivo) hasta potenciales supraumbrales con disparo

(estado activo).

III Efectos que sobre la frecuencia de disparo tiene la aplicacién secuencial de los

agonistas dopaminérgicos y muscarinicos (D1 y M1).

Primero se confirmd que la aplicacion del agonista dopaminérgico del tipo DI
produce un aumento en la frecuencia de disparo cuando las NEMs son registradas a
potenciales de membrana despolarizados, similares a los encontrados durante el estado
despolarizado (up state): aproximadamente -55 mV.

En la figura 14 se muestra un registro electrofisiolégico donde una NEM a sido
despolarizada por una inyeccion de corriente directa intracelular hasta —55mV. La
aplicacion del escalon de corriente despolarizante provoco el disparo repetitivo de la NEM
en condicion control (Fig. 14 A.). En estas condiciones, la aplicacién del agonista
dopaminérgico SKF81297 (tipo D1, 1uM) produjo un incremento en la frecuencia de
disparo para el mismo estimulo (Fig. 14 B). El agonista del receptor dopaminérgico D1

incrementd la frecuencia de disparo neuronal en un 31 £ 6 %, (n=12).
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Figura 14. La activacion del receptor del tipo D1 aumenta la frecuencia de disparo. A, disparo
provocado desde un potencial despolarizado por un pulso de corriente despolarizante (mostrado
abajo) y B, aumento en la frecuencia después de aplicar el agonista dopaminérgico del tipo D1
(1pM). La intensidad de la corriente aplicada fue de 0.07 nA.

La accion mas reproducible de la muscarina es aumentar la descarga provocada por
una inyeccion de corriente intracelular. Como se muestra en la figura 15. El aumento en la
frecuencia de disparo fue de 43 + 6%, (Fig. 15 B). Este incremento en la frecuencia de
disparo de las NEMs curs6 con una disminucion del PPH que sigue a cada PA o al tren de
disparos (n =13).

En la figura 15, también se comparan los efectos de la muscarina con aquellos
obtenidos después de la aplicacion del agonista selectivo del tipo M1, la toxina MT-1 (48

nM). En D, se muestra que la toxina MT-1 mimetiza el efecto de la muscarina produciendo

un incremento en la frecuencia de disparo de 36 1 % ( n=6).
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Figura 15. El aumento en la frecuencia de disparo producido por la aplicacion de muscarina es
mimetizado por la aplicacién de la toxina muscarinica MT-1. Los registros electrofisiolégicos de

dos NEMs, en condiciones control (A, C) y después de la aplicacién de muscarina (1 pM ,
izquierda) (B) y después de la aplicacién de la toxina muscarinica del tipo M1 (48 nM, derecha)
(D). La intensidad de la corriente aplicada fue la misma en todos los casos.

Este efecto se debe a la estimulacion de receptores muscarinicos del tipo M1, ya que
la aplicacién de la toxina MT-3 (10 nM, antagonista de receptores muscarinicos del tipo

M4, (n=4) no fue capaz de bloquear el efecto.de la muscarina (Fig. 16, E).
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Figura 16. La reduccién del PPH al afiadir muscarina no se bloquea al aplicar el antagonista de
receptores del tipo M4. A. Potencial de accién y su PPH en condicién control. B, después de la
aplicacion de muscarina (1 pM) la amplitud del PPH se reduce. C, la aplicacién de la toxina
muscarinica MT-3 (10 nM) no revirtié el bloqueo muscarinico sobre el PPH. D (A y B sobrepuestos
y amplificados) y E (B, C sobrepuestos y amplificados).

Conociendo que el efecto facilitatorio muscarinico observado en las NEMs se debe
principalmente a la activacién de receptores muscarinicos del tipo M1, se estimularon de
manera secuencial receptores muscarinicos y dopaminérgicos.

Para estudiar los efectos sobre el disparo de las NEMs se realizaron curvas
intensidad - frecuencia (I-F) en el estado activado (-55 mV).

En la figura 17, se muestran curvas intensidad vs frecuencia (I-F) obtenidas antes y
después de aplicar de manera secuencial muscarina (1 uM) seguido del agonista del
receptor dopaminérgico del tipo D1 (SKF81297, 1 uM) en la misma neurona. En A se
muestran tres trazos representativos de la curva I-F (D) en respuesta a la aplicacion de

pulsos de corriente despolarizante de diferentes intensidades (0.13, 0.2, 0.26 nA) en
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condicion control (frecuencia promedio 25 +2 Hz, n=13). En B se muestran los trazos
representativos de la curva I-F en presencia de muscarina en respuesta a la aplicacion de
pulsos de corriente despolarizante de diferentes intensidades (0.13, 0.19, 0.25 nA), donde
podemos observar como la curva I-F se corre hacia la izquierda con respecto a la curva
control, mostrando un aumento en la frecuencia media de disparo de 57 % (frecuencia
promedio 35 + 2 Hz, n=13).

En C se muestran los trazos representativos de la curva I-F en respuesta a la
aplicacion de pulsos de corriente despolarizante de intensidad similares a los anteriores
(0.13, 0.18, 0.23 nA), donde la aplicacién adicional del agonista dopaminérgico del tipo D1
produjo un aumento adicional sobre la frecuencia de disparo de 18 %. Puede observarse
como la curva I-F tiene un corrimiento adicional hacia la izquierda (frecuencia promedio 41
+ 2 Hz, n=9). Los cambios descritos en la figura 16, se observaron en 9 de 12 neuronas.

En tres neuronas el agonista dopaminérgico del tipo D1 redujo la frecuencia

incrementada por la muscarina de 37 +3 % a 25 3 %, n=3)
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Figura 17. Efectos facilitatorios aditivos de los agonistas muscarinicos y dopaminérgicos sobre la
frecuencia de disparo. Todos los registros fueron obtenidos de la misma neurona. Se muestran tres
trenes de potenciales de accion provocados por la inyeccion de pulsos de corriente de diferente
intensidad, en situacién control (A), en presencia de muscarina (1 uM) (B), y finalmente con
muscarina y SKF81297, agonista dopaminérgico del tipo D1 (1 uM) (C). D, curvas I-F de la célula
mostrada arriba. La muscarina aumenté la frecuencia de disparo, este efecto se refleja como un
desplazamiento de la curva hacia la izquierda. El agonista dopaminérgico del tipo D1 aplicado en
presencia de muscarina produjo un desplazamiento adicional en la curva I-F. La muscarina
incremento en un 57 % el valor de la frecuencia media de disparo de la curva I-F. Los agonistas del
tipo D1 incrementaron en 18 % adicional esta frecuencia. La accion sinérgica se observé en el 75 %
de las células estudiadas (n= 9/12). E, muestra para cada célula estudiada, el aumento en la
frecuencia provocada por los agonistas.

El aumento de la frecuencia de disparo producido por la aplicaciéon de muscarina

aunado al incremento adicional producido por la aplicacion del agonista dopaminérgico del
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tipo D1(1 pM), fue revertido después de 45 minutos de lavado, regresando la frecuencia a
los valores obtenidos en situacion control.

En la figura 18, se muestra la respuesta en condiciones control a la aplicacién de un
pulso rectangular de corriente de intensidad supraumbral (0.13 nA), en B se muestra la
respuesta de misma neurona después de la aplicacion de muscarina, donde se puede
observar un incremento en la frecuencia de disparo neuronal. En C se muestra la respuesta
en el voltaje obtenida después de la aplicacion del agonista dopaminérgico del tipo D1 en
presencia de muscarina. Se puede observar como el agonista dopaminérgico produjo un
incremento adicional sobre la frecuencia de disparo neuronal. Por tltimo en D se muestra
como los efectos son reversibles después de lavar con solucién normal durante 45 min.

(n=4).
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Figura 18. Las respuestas producidas por los agonistas colinérgico y dopaminérgico sobre la
frecuencia de disparo son reversibles. Registros de una NEM, en condicién control, después de la
aplicacion de muscarina (1 uM) y después de la aplicacion secuencial del agonista dopaminérgico
del tipo D1 (1 uM) en presencia de muscarina. Lavado de los agonistas en D (45 min).

Hicimos también experimentos invirtiendo el orden de aplicacién de los agonistas
(el agonista dopaminérgico del tipo D1, SKF81297, 1 uM y muscarina, 1 pM). En estos
casos ya no se observo un efecto aditivo si no antagénico sobre la frecuencia de disparo: En
la figura 19, se muestran las curvas I-F obtenidas antes y después de la aplicacion del
agonista del receptor dopaminérgico del tipo D1 (I pM), asi como los efectos de la
aplicacion posterior de muscarina (1 pM). En A se muestran tres trazos representativos de

la curva I-F en respuesta a la aplicacion de pulsos de corriente despolarizante de diferentes
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intensidades (0.13, 0.23, 0.33 nA) en condicién control (frecuencia promedio 22 + 1 Hz
n=14). En B se muestran los trazos representativos en presencia del agonista dopaminérgico
del tipo DI en respuesta a la aplicacion de pulsos de corriente despolarizante de
intensidades similares.

Se observa como la curva I-F muestra un corrimiento hacia la izquierda (D) con
respecto a la curva control. Hubo un aumento en la frecuencia de disparo de 80 % a todo lo
largo de la curva (frecuencia promedio 29 + 1 Hz n=12) En C de nuevo se muestran los
trazos representativos de la curva I/F en respuesta a la aplicacién de pulsos de corriente
despolarizante de intensidades similares, después de la aplicaciéon de muscarina. Se puede
observar como la curva I-F sufre un corrimiento hacia la derecha, mostrando una
disminucién de la frecuencia de disparo de 77 %. Es decir la aplicacion secuencial de
muscarina fue capaz de revertir el efecto facilitatorio producido por el agonista
dopaminérgico del tipo D1 (frecuencia promedio 23 + 1 Hz, n=8). Estos efectos fueron
observados en 8 de 13 neuronas). En 5 experimentos, la aplicacién de muscarina en
presencia del agonista dopaminérgico del tipo DI tuvo efectos sinérgicos sobre la
frecuencia de disparo, de 26 + 2 Hz, a 34 £ 4 Hz, n=5).

Por lo tanto, los efectos combinad(;s colinérgicos y dopaminérgicos pueden ser

sinérgicos u opuestos dependiendo del orden de administracion.
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Figura 19. La activacion de los receptores muscarinicos revierte el aumento en la frecuencia de
disparo provocado por el agonista dopaminérgico del tipo D1. A, Registros obtenidos de una NEM.
Se muestran tres trenes de potenciales de accion provocados por la inyeccion de pulsos de corriente
de diferente intensidad, en situacion control (columna izquierda), en presencia del agonista
dopaminérgico del tipo DI (1 pM; columna central) y después de la aplicacion posterior de
muscarina. (1 pM; columna derecha). Abajo, curvas I-F de la neurona mostrada arriba. El agonista
del tipo D1 aumenté la frecuencia de disparo. Este efecto se reflejé como un desplazamiento de la
curva hacia la izquierda. La muscarina aplicada en presencia constante del SKF81297, revirtio el
efecto excitador de los receptores del tipo D1 desplazando la curva I-F a valores similares a las de la
curva control. El agonista del tipo D1 incrementé en un 80 % el valor de la frecuencia media de
disparo de la curva I/F. La accion de la muscarina se observé en el 61% de las células estudiadas (n
= 8/13). E, se muestra para cada célula estudiada, el aumento y posterior disminucion en la
frecuencia de disparo provocados por los agonistas del tipo D1 y muscarinico respectivamente.

En 35 de las neuronas registradas se realizaron experimentos de doble marcado con

biocitina como marcador intracelular e inmunocitoquimica para encefalinas (n=7
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inmunopositivas) o substancia P (n=8, inmunopositivas), para conocer la naturaleza
neuroquimica de las neuronas registradas.

Los resultados no mostraron que hubiese una correlacién anatdmica con las
respuestas obtenidas al aplicar los agonistas estudiados. Es decir se observd tanto

sinergismo como antagonismo en ambos tipos de neuronas espinosas medianas.

IV Efecto sobre el PPH y las despolarizaciones lentas persistentes.

Por tiltimo, se realizaron experimentos en los cuales se observara la participacion de
conductancias de calcio que pudieran explicar el antagonismo observado sobre la
frecuencia de disparo a potenciales despolarizados. En estos se estimulé con pulsos breves
de corriente para generar despolarizaciones lentas persistentes (mesetas asociadas a canales
de calcio tipo L) (Hernandez-Lopez et al., 1997) y experimentos donde se gener6 un solo
PA con su respectivo PPH (asociado a canales de calcio del tipo no-L), mostrando asi la
posible interaccién entre los dos agonistas (a DA y a ACh) sobre la modulacién de
conductancias de Ca™".

En la figura 20, se muestran los registros electrofisiolégicos en respuesta a la
estimulacion con pulsos breves de corriente despolarizante (0.08 nA) a potenciales de
membrana despolarizados ( -55 mV). En la columna de la derecha se generaron potenciales
de accién seguidos de su respectivo PPH, en condiciones control, en presencia de
muscarina (1puM) y al aplicar, posteriormente el agonista dopaminérgico del tipo D1 (SKF
81297, 1uM). En A se muestra un PA seguido de su PPH en condicion control. En B se
muestra en la misma neurona, un PA seguido de su PPH después de la aplicacion de
muscarina, donde podemos observar como la aplicacion muscarina redujo la duracion y la

amplitud del PPH que sigue a un PA (55 +£4 %, n=14). En C se muestra la respuesta
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obtenida sobre el PPH que sigue al PA después de la aplicacion del agonista dopaminérgico
del tipo D1 en presencia de la muscarina (aplicacion secuencial), donde se puede observar
que no se produjo un cambio considerable en la amplitud y duracién del PPH. Por tltimo
en D se sobreponen los trazos de todas las condiciones experimentales.

Por otro lado, en otra NEM se muestra el registro electrofisiologico en la columna
de la izquierda, donde se generaron despolarizaciones lentas persistentes (mesetas
despolarizantes), en condiciones control, en presencia de muscarina (1 pM), y después de la
aplicacion secuencial del agonista dopaminérgico del tipo D1 (SKF 81297, 1pM). En A se
muestra la meseta despolarizante obtenida en condicién control. En B se muestra en la
misma neurona la meseta despolarizante después de la aplicacion de muscarina, donde se
puede observar como la aplicacién de muscarina no tuvo efecto sobre la amplitud y
duracion de la meseta despolarizante. En C se muestra la respuesta obtenida después de la
aplicacién de muscarina en presencia del agonista dopaminérgico del tipo D1 (aplicacién
secuencial). Se observa un aumento en la amplitud y duracién de la meseta despolarizante

(n=6). Por ultimo en D se sobreponen los trazos de todas las condiciones experimentales.
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Figura 20. La aplicacién del agonista dopaminérgico del tipo DI fue capaz de revertir la
disminucion en la generacion de [mesetas despolarizantes provocada por la accién muscarinica. A,
la inyeccién de pequefios pulsos de corriente (mostrados en la parte superior) a potenciales de
membrana subumbrales (- 55 mV), provocaron despolarizaciones sostenidas que sobrepasan la
duracion del estimulo (mesetas). B, la muscarina (1 pM) disminuyé la probabilidad de aparicion de
estas mesetas. C, el agonista SKF81297 (1 uM) afiadido en presencia de la muscarina fue capaz de
revertir la accién muscarinica sobre la meseta. D registros anteriores sobrepuestos. En la columna
de la derecha, la estimulacion con pulsos breves de corriente despolarizante a potenciales de
membrana despolarizados generaron PAs tnicos seguidos de su PPH, en condiciones control (A).
En presencia de muscarina (1 pM) (B) y después de la aplicacion del agonista dopaminérgico del
tipo D1 (1 uM) en C. En D estin los registros de los PPHs sobrepuestos, note que el agonista
dopaminérgico del tipo D1 no revierte la disminucién del PPH producida por la muscarina.

De experimentos similares a los anteriores invirtiendo el orden de aplicacion de los
agonistas y siguiendo los mismos protocolos de estimulacion se obtuvieron los siguientes
resultados:

En la figura 21, se muestran registros electrofisiolégicos en respuesta a la

estimulacién con pulsos breves de corriente despolarizante a potenciales de membrana
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despolarizados (-55 mV). En la columna de la izquierda se generaron despolarizaciones
lentas persistentes (mesetas despolarizantes). En A, se muestra la meseta despolarizante
obtenida en condicién control. En B, se muestra la meseta despolarizante después de la
aplicacion del agonista dopaminérgico del tipo D1, donde podemos observar como la
aplicacion del agonista dopaminérgico aument6 la duracion de la meseta despolarizante. En
C se muestra la respuesta obtenida después de la aplicacion de muscarina en presencia del
agonista dopaminérgico del tipo D1. Observese que disminuye la amplitud y duracion de la
meseta despolarizante (n=6). En D se sobreponen los trazos de todas las condiciones
experimentales. Esto es, si se aplica después del agonista dopaminérgico del tipo DI, la
muscarina revierte los efectos dopaminérgicos.

En la columna de la derecha, se muestra el registro electrofisiolégico en otra
neurona. Se generaron potenciales de accién en respuesta a la estimulaciéon con pulsos
breves de corriente despolarizante a potenciales de membrana despolarizados (-55 mV).

Los PAs son seguidos por su respectivo PPH. A, en condiciéon control, B, en
presencia del agonista dopaminérgico del tipo D1 (SKF 81297, 1uM) donde podemos
observar que se produce un ligero aumento en la duracién y la amplitud del PPH que sigue
a un PA. Después se aplicd muscarina (IpM). Se puede observar que la aplicacion de
muscarina redujo la amplitud y duracion del PPH (n=6). Por ultimo en D se sobreponen los
trazos de todas las condiciones experimentales. De nuevo se observé que la muscarina

revirtio los efectos dopaminérgicos.
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Figura 21. La activacion de los receptores muscarinicos abolié la generacién de las mesetas
despolarizantes facilitadas por los receptores dopaminérgicos del tipo DI1. A, la inyeccién de
pequefios pulsos de corriente (mostrados en la parte superior) a potenciales despolarizados
provocaron despolarizaciones sostenidas capaces de generar disparo mucho después de que termind
el estimulo. B, el agonista del tipo D1, SKF81297, aumentd la probabilidad de aparicién y prolongé
la duracién de las mesetas. C, la muscarina aiadida después del agonista del tipo DI, revirtié el
efecto despolarizante. D, sobreposicion y amplificacion de los registros anteriores. En la parte
derecha de la figura, pulsos breves de corriente despolarizante a potenciales de membrana
despolarizados generaron PAs seguidos de su PPH en condiciones control (A), en presencia del
agonista dopaminérgico del tipo D1(SKF 81297,1uM) (B) y después de la aplicacién de muscarina
(1uM) (C). En D, PPHs sobrepuestos, la muscarina reduce el aumento en la amplitud del PPH
producido por el agonista dopaminérgico del tipo DI1.
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DISCUSION

La experiencia clinica ha mostrado que los antagonistas colinérgicos y los agonistas
dopaminérgicos ayudan a aliviar los sintomas de la Enfermedad de Parkinson, lo cual
sugiere un claro antagonismo funcional entre estos dos neurotransmisores. Asi también se
ha mostrado que la actividad neuronal en los GB esta correlacionada con el movimiento y
que las neuronas espinosas medianas (principal tipo neuronal del NE) es el blanco principal

para que se lleve a cabo este antagonismo.

I Efectos electrofisiolégicos muscarinicos que dependen del potencial de membrana al
activar receptores muscarinicos de los tipos M1 o M4.

En este trabajo de tesis se muestra por primera vez los efectos de los péptidos
muscarinicos (toxinas muscarinicas) (Jerusalinsky et al., 1995, Karlsson et al., 2000;
Purkenson y Potter, 1998; Potter et al., 2004; Bradley, 2000; Jerusalinsky et al., 2000;
Liang et al., 1996; Nasman et al., 2000; Potter, 2001), sobre las respuestas
electrofisiologicas de las NEMs.

Los resultados obtenidos con las toxinas muscarinicas son de importancia
fisiolégica, ya que al aplicar la muscarina ésta se une de manera no selectiva a los
receptores presentes en las NEMs, ya sean.receptores del tipo M1 o M4 (Pineda et al.,
1995; Yan y Surmeier, 1996). Estas toxinas son la unica herramienta farmacologica actual
para poder activar los receptores muscarinicos del tipo M1 o M4 por separado (Harvey et
al., 2002; Carsi y Potter, 2000; Vandermeers et al., 1995; Potter et al., 1998; Adem et al.,
1997 Max et al., 1993). El uso de estas toxinas permitio mostrar que el principal receptor
muscarinico postsinaptico de las NEMs es el receptor del tipo M1 (Hersch et al., 1994;

Weiner et al., 1990; Yan y Surmeier, 1996) ya que la toxina MT-1 (agonista selectivo de
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receptores del tipo M1) mimetiz6 los efectos muscarinicos observados en todas las
neuronas registradas y el antagonista peptidérgico del receptor muscarinico del tipo M4
(toxina MT-3) no fue capaz de bloquear sus efectos.

Los resultados obtenidos confirmaron las acciones facilitatorias subumbrales de los
agonistas muscarinicos (Dodt y Misgeld, 1986; Galarraga et al., 1994; Nisenbaum y
Wilson, 1995; Mermelstein et al., 1998; Reyes et al., 1998; Calabresi et al., 2000), sobre la
resistencia de entrada y el disparo neuronal, debidos principalmente a la activacion del
receptor muscarinico del tipo M1. Se ha demostrado que la acetilcolina endégena, es capaz
de producir los mismos efectos (Galarraga et al., 1999a). A potenciales hiperpolarizados el
efecto muscarinico, a través de receptores del tipo M1, estd asociado al bloqueo de una
corriente de potasio sensible a cesio, el rectificador anémalo (Galarraga et al, 1994, 1999,
Reyes et al, 1998).

Los experimentos obtenidos en es;a tesis (publicados en la revista Synapse)
muestran por primera vez, que en el 40% de las neuronas espinosas es posible activar
receptores muscarinicos del tipo M4. El cesio no es capaz de ocluir este efecto, por lo que
no se debe a la accién sobre el rectificador anémalo (como en el caso de los receptores
MI1). La accion excitatoria asociada a los receptores del tipo M4 es subumbral y no se
bloques en presencia de TTX o Cd®" lo cual permite afirmar que se trata de un efecto
directo postsinaptico sobre la neurona registrada (Galarraga et al., 1999 a). Pero si se
bloqueé al reducir el sodio de la solucién. Lo anterior, permite concluir que la respuesta
observada al activar los receptores del tipo M4 estd asociada a una corriente cationica
inespecifica, efecto muscarinico descrito en otros tipos neuronales
(Guerineau et al., 1995; Distasi et al., 2002; Shen y North, 1992). Los resultados

electrofisiolégicos mostraron una correlacion importante con estudios realizados con
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técnicas de PCR en éstas neuronas, en los cuales se ha descrito que s6lo en la mitad de las
NEM s estan presentes los receptores del tipo M4 (Vilaré et al., 1991; Yan et al., 2001).

Se concluye que la acetilcolina puede modular varias conductancias subumbrales
dependiendo del potencial de membrana de la NEM, a través de la activacion de receptores

del tipo M1 o M4, siendo ambos efectos facilitatorios.

II Efectos electrofisiolégicos que dependen del potencial de membrana al activar
secuencialmente agonistas dopaminérgicos del tipo D1 y muscarinicos del tipo M1.

El protocolo de estimulacién con rampas de corriente, que reproduce la transicién
entre estados funcionales que exhiben las NEMs “in vivo” (silente y activado), nos permitié
observar los efectos electrofisiolégicos subumbrales causados por la activacién secuencial
de los receptores muscarinicos y dopaminérgicos (Galarraga et al., 1994, 1999a,b; Pacheco-
Cano et al., 1996). Los resultados mostraron claramente que sin importar el orden de
aplicacion de los agonistas siempre se obtiene una respuesta antagdnica sobre el disparo
neuronal y la resistencia de entrada. Es decir, cuando se aplica el agonista dopaminérgico
del tipo D1 siempre se obtiene una disminucion de la frecuencia de disparo y la resistencia
de entrada neuronal. Cuando se aplica la muscarina (y se activan los receptores
muscarinicos de tipo M1) siempre se produce un aumento en la frecuencia de disparo y un
aumento en la resistencia de entrada neuronal. La activacion de receptores del tipo M4
(presentes en la mitad de las NEMs) s6lo reforzaria el efecto excitatorio producido por los
receptores del tipo M1.

De esta manera hemos dado fundamentos fisiologicos a nivel celular del
antagonismo funcional entre estos dos neurotransmisores: ACh y DA, sobre la NEM.

Estos resultados resultan de importancia funcional considerando que los receptores
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muscarinicos y dopaminérgicos pueden ser activados cuando la neurona se encuentra en el
estado inactivado (down state) o durante la trayectoria del voltaje hacia el estado activado
(up state). En este caso, tenemos un claro antagonismo funcional, independientemente del
orden en que se activen o interactuen estos réceptores. Si se activan primero los receptores
dopaminérgicos del tipo DI, la neurona tiende a permanecer silente o en el estado
hiperpolarizado. Cabe recordar que los receptores dopaminérgicos del tipo D2 no tienen
efecto sobre el rectificador anémalo (Pacheco-Cano, 1996, Pérez-Garci, 2000). Por el
contrario, si primero se activaran los receptores del tipo M1, la transicion hacia el estado
activado se veria favorecida. En aquellas neuronas que presentan receptores del tipo M4 (40
% de la NEMs) el disparo seria mucho mas robusto y también opuesto al efecto

dopaminérgico.

III Efectos sobre la frecuencia de disparo de las NEMs al aplicar secuencialmente los

agonistas dopaminérgicos del tipo D1 y muscarinicos del tipo M1.

Tanto el estado activado como el inactivado de las NEMs (Wilson y Kawaguchi,
1996; Stern et al., 1997; Wilson, 1993) son importantes para el buen funcionamiento del
NE. Sin embargo, solo durante el estado activado se facilita el disparo neuronal, el cual ha
sido asociado con las funciones motoras (Rebec, 2000; West et al., 1997; Trytek et al.,
1996; Gardiner y Nelson, 1992). Por lo tanto, el impacto que la activacién secuencial de los
agonistas colinérgicos y dopaminérgicos tienen sobre el disparo neuronal es muy
importante.

Los resultados de esta tesis mostraron que el disparo de las NEMs (a potenciales de
membrana de —55 mV) es modulado por la ACh a través de la activacion de receptores

muscarinicos (del tipo M1), ya que la aplicacion de la toxina muscarinica MT-1 (agonista
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selectivo de receptores del tipo M1) fue capaz de mimetizar los efectos producidos por la
aplicacion de muscarina (incremento en la frecuencia de disparo). Mientras que la
aplicacion de la toxina MT-3 (antagonista de los receptores muscarinicos del tipo M4) no
revirtié este efecto sobre la frecuencia.

La aplicacion de muscarina, seguida de la aplicacion del agonista dopaminérgico del
tipo D1, tuvo efectos sinérgicos sobre la frecuencia de disparo neuronal. Resultado que se
esperaba, ya que ambos agonistas por separado aumentan la frecuencia de disparo a
potenciales despolarizados. El efecto excitatorio de la muscarina se explica por reduccion
en la amplitud del PPH que sigue a cada PA: Estudios previos han mostrado que durante el
PPH participan de manera importante corrientes de potasio dependientes de la entrada de
Ca™" de los tipos SK y BK (Pineda et al., 1995; Blatz y Magleby, 1987; Miller et al., 1985;
Sah y McLachlan, 1992; Storm, 1987) asi como los canales de Ca™" de tipo N y P/Q que
son los responsables de activar estas corrientes (Vilchis et al., 1999; Pérez-Garci et al,
2003).

Adicionalmente, se sabe que la activacion de receptores muscarinicos disminuye
estas corrientes de Ca™ (N y P/Q) (Pérez-Rosello et al., 2002; Surmeier et al., 1999). Por
tanto, la accién muscarinica sobre la frecuencia de disparo neuronal se ha explicado por una
reduccion en la amplitud del PPH que sigue a los PAs como consecuencia de una reduccion
de la entrada de Ca"™ que activa las corrientes de potasio (Vilchis et al., 1999). La
disminucioén del PPH, puede ser imitada por la aplicaciéon de analogos del diacilglicerol
(DAG), lo cual sugiere la activacion de la via de la PKC a través de receptores
muscarinicos principalmente del tipo M1 (Pineda et al., 1995).

El efecto excitatorio sobre la frecuencia de disparo del agonista dopaminérgico del

tipo D1 se explica por la generacion de mesetas despolarizantes persistentes que facilitan el
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disparo y dependen principalmente de corrientes de Ca"" del tipo L, pues se ha mostrado
que el agonista dopaminérgico del tipo D1, SKF81297 es capaz de generar estas mesetas
despolarizantes sostenidas, las cuales pueden facilitar el disparo de las NEMs y por tanto la
meseta y el incremento en la frecuencia de disparo. Estos efectos pueden ser revertidos por
la aplicacion de antagonistas del canal de sz:+ del tipo L (Hernandez-Lopez et al., 1997).

También se conoce que los andlogos del AMPc mimetizan los efectos producidos
por la aplicacion de agonistas dopaminérgicos del tipo D1, lo cual sugiere que muy
probablemente la activacion de receptores dopaminérgicos del tipo D1 activa una via de
sefializacion que involucra a la PKA (Hemandez-Lopez et al., 1997; Schmidt et al., 1998;
Flores-Hemnéandez et al., 2000).

Cuando se invirtié el orden de aplicacién de los agonistas aplicando primero el
SKF81297 (agonista dopaminérgico selectivo al receptor del tipo D1), y después se aplicéd
muscarina, se tuvo un efecto antagénico sobre la frecuencia de disparo neuronal. Es decir,
después del incremento en la frecuencia de disparo resultado de la activacion del receptor
del tipo DI, la frecuencia de disparo disminuyé al aplicar la muscarina. Este efecto
antag6nico sobre el disparo neuronal no puede ser explicado por:

1) Los efectos colinérgicos sobre el PPH ya que como se muestra en las figuras 20 y
21 de esta tesis la muscarina siempre redujo la amplitud del PPH (ain después de ser
aplicada en presencia del agonista dopaminérgico).

2) Por la participacion de receptores del tipo M4, los cuales se asocian a una
corriente catiénica despolarizante. La cual solo podria explicar los casos en que con este
orden de aplicacién de los agonistas se observo sinergismo sobre la frecuencia de disparo

en 5 de 13 experimentos.
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3) Por haber registrado NEMs de diferentes subtipos, ya que tanto el antagonismo
como sinergismo fue observado en neuronas inmunopositivas a substancia P como
inmunopositivas a encefalinas.

El efecto antagénico observado sélo se puede explicar por una posible convergencia
sobre las cadenas de sefializacion intracelular de los receptores muscarinicos del tipo M1 y
dopaminérgicos del tipo D1, en el ambito de los canales de Ca™" del tipo L.

Como ya se menciond, la activacién de receptores dopaminérgicos del tipo DI
aumentan la amplitud de la corriente de Ca™* del tipo L (Surmeier et al,1995; Galarraga et
al., 1997; Hernadez-Lépez et al., 1997). Esta corriente esta involucrada en la generacién de
mesetas despolarizantes que facilitan el disparo (Hernandez-Lopez et al, 1997, Pérez-Garci
et al, 2003). La activacion de receptores muscarinicos del tipo M1 disminuyen tanto las
corrientes de Ca"™ de N y P/Q, como corrientes de Ca™" del tipo L (Pérez-Rosell6, 2004).

Los experimentos realizados con las mesetas despolarizantes, ilustrados en las
figuras 20 y 21, muestran un claro antagonismo en la duracién de las mesetas al aplicar, en
cualquier orden, los agonistas M1 y D1. Es decir, la muscarina siempre reduce y el D1
siempre incrementa la despolarizacion subumbral asociada a la corriente de calcio del tipo
L (Hern4andez-Lopez et al, 1997, Pérez-Garci et al, 2003).

El hecho de que la activacion de receptores del tipo D1 si pueda ejercer su efecto
excitatorio (aumento de la corriente de calcio del tipo L) sobre el disparo neuronal en
presencia de muscarina, pudiera estar rel-acionado con que las vias de sefializacion
activadas por los agonistas (figuras 6 y 7, introduccién) no interaccionan entre ellas para
estos efectos.

Posiblemente, para que se de una convergencia es necesario que el canal de Ca"" del

tipo L esté fosforilado por activacion previa de la via que involucra a los receptores del tipo
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D1, asi, el receptor del tipo D1 activa una proteina Gs la cual estimula la adenilato ciclasa,
aumentan los niveles de AMPc, se activa la PKA (Greengard, 2001) la cual fosforila
directamente al canal de calcio del tipo L, resultando en un aumento en la conductancia que
de las mesetas despolarizantes que facilitan el disparo de las NEMs. Al activarse los
receptores muscarinicos (muy posiblemente _del tipo M1), se activa una proteina Gg/11, la
cual va a estimular a la PLC (Hsu et al., 1997; Calabresi et al., 1998), esta a su vez va a
favorecer la hidrélisis de fosfoinositidos de membrana, dando como resultado los segundos
mensajeros: DAG e IP3 (de alguna manera esto lleva a la reduccién del PPH). El IP3 va
favorecer la salida de Ca™ de los almacenes intracelulares, lo que va a activar a la calcio
calmodulina (CaMK), la calcio calmodulina cinasa que a su vez activa a la PP2B
(calcineurina). Esta defosforila a DARP-32 (Svenningsson et al., 2004), dejando asi
desinhibida a la PP1 , favoreciendo asi la defosforilacién del canal (Watanabe et al., 2001)

(Surmeier et al., 1995; Nishi et al., 1999; Flores-Hernandez et al., 2000). Ver esquema 22.
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Figura 22. Esquema de las vias de sefializacion involucradas en la activacion de receptores
dopaminérgicos del tipo D1 y receptores muscarinicos del tipo M1. El receptor
dopaminérgico del tipo D1 actia a través de una proteina de la clase Gs la cual activa a la
adenilato ciclasa produciéndose una elevacién de los niveles de AMPc citosélicos, dando
origen a la activacion de la proteina cinasa A. La activacion de la PKA tiene varias
consecuencias, primero la fosforilacién del canal de Ca™ del tipo L y segundo, la
fosforilacion del inhibidor de fosfatasas endégeno DARP-32, el cual al estar activado va a
inhibir a la fosfatasa uno A (PPla), lo cual va a permitir al canal de Ca"™ del tipo L estar
mas tiempo fosforilado (Surmeier et al., 1995). Posteriormente la adicion de muscarina
(1 pM) produce la activacién del receptor muscarinico, que actua a través de una proteina
de la clase Gq/11 la cual activa a la fosfolipasa C (PLC), produciéndose la hidrélisis de
fosfatidil inositol bifosfato en la membrana celular, dando origen a los segundos
mensajeros IP3 y DAG. El DAG activa a la proteina cinasa C (PKC) y se produce la
fosforilacion de canales de Ca™ de los tipos N y P/Q. (Svenningsson et al., 2004; Watanabe
et al., 2001).El IP3 va favorecer la salida de Ca™" de los almacenes intracelulares, lo que va
a activar a la calcio calmodulina (CaMK), la calcio calmodulina cinasa que a su vez activa
a la PP2B (calcineurina). Esta defosforila a DARP-32, desinhibiendo a PPI1, lo cual
permitira la defosforilacion del canal.
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CONCLUSIONES

1) Los resultados presentados muestran que la activacion de un receptor (por
ejemplo: D1 o M1) puede modular varias conductancias ionicas dependiendo del potencial
de membrana de la neurona. La muscarina, a través de la activacién de receptores del tipo
M1 y M4, modula distintas conductancias. En las neuronas que poseen ambos tipos de
receptor muscarinico (40% de las neuronas registradas) la respuesta excitatoria fue muy
robusta (sinergismo).

2) A potenciales de membrana hiperpolarizados la activacién de receptores
dopaminérgicos del tipo D1 y muscarinicos del tipo M1 fue de antagonismo. Los primeros
reprimian y los segundos facilitaban el disparo a través de acciones opuestas sobre el
rectificador anémalo, sin importar el orden de activacion de los receptores.

3) A potenciales de membrana despolarizados el orden de activacién de los
receptores si fue importante, pues los efectos eran sinergistas cuando se activaba primero a
los receptores del tipo M1, y antagénicos cuando primero se activaban los receptores del
tipo D1.

4) Todavia nos falta mucho por conocer las acciones de los neurotransmisores DA y
ACh a nivel celular para brindar opciones terapéuticas restitutivas mas racionales. Por
ejemplo, la administracion de L-DOPA deja de funcionar después de cierto tiempo, y
comienza a dar una serie de problemas iatrogénicos colaterales (diskinesias) cuyo origen y
explicacion no estin claros. Nosotros pensamos que solo se podran explicar cuando
terminemos de entender las acciones relevantes de los neurotransmisores en el disparo
neuronal. Solo esto llevard en un futuro a un mejoramiento de la terapéutica para

padecimientos que involucran a los GB (Eglen et al., 2001).
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