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Resumen
Interacciones Inhibidoras Cruzadas entre Receptores Cys-Loop en
Neuronas Mientéricas

El &cidg y-aminobutirico (GABA), la acetilcolina (ACh) y la serotonina (5-HT)
son conocidos por jugar una funcién importante como neurotransmisores por
abrir directamente los receptores ionotropicos GABAa, NACh y 5-HT3 en la
membrana postsinaptica. A estos se les conoce también como receptores
activados por ligando y son parte de la superfamilia Cys-Loop. Varios
miembros de esta superfamilia mantienen interacciones inhibidoras cruzadas
con los receptores P2X. En este trabajo, caracterizamos las interacciones
inhibidoras entre los receptores nativos GABAA y 5-HT3 y entre los receptores
GABAA y nACh en neuronas mientéricas de intestino delgado de cobayo. Las
corrientes de célula completa inducidas por la aplicacion de altas
concentraciones de GABA+ACh (lgasa+ach) 0 de GABA+5-HT (lgasa+s-HT)
indujeron corrientes menores que la suma de las corrientes individuales, lo
cual reveld una oclusién de corriente. Esta oclusién es observada tan pronto
como los receptores son activados y la Igasa+ach O 1a lgasa+s-nT Son llevadas a
través de los receptores GABAA Yy NACh, o a través de los receptores GABAAa
y 5-HT3, respectivamente.

La oclusién requiere de la activacion maxima de al menos uno de
estos receptores. Las propiedades farmacoldgicas y cinéticas de lgasa+s-HT O
de lgasa+ach indican que son llevadas a través de ambos receptores GABAA y
5-HT; o de GABAA y nACh, respectivamente. 5-HT no afectd la lgasa €n

neuronas en las cuales: i) los receptores 5-HT3 no estaban presentes, ii) en
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presencia de tropisetron (un antagonista de los receptores 5-HTs3), iii)
después de desensibilizar el receptor 5-HT3 o iv) al potencial de inversion de
Is.qt. Similarmente, GABA no afecté la corriente mediada por los receptores
5-HT5; en neuronas en las cuales: i) los receptores GABAA no estaban
presentes, ii) en presencia de bicuculina (antagonista de los receptores
GABA,), iii) después de desensibilizar el receptor GABAa, 0 iv) al potencial
de inversion de lgasa. Hallazgos similares se encontraron para la oclusién
entre lgcasa *+ lach, indicando que la oclusion requiere de la presencia de
canales funcionales. La oclusion de corriente esta aun presente en ausencia
de Ca?*, cuando los experimentos se realizaron a baja temperatura (10-11°C)
y después de usar un inhibidor de cinasas (estaurosporina). Estos resultados
son consistentes con el modelo de inhibicion cruzada entre los receptores
GABAA y 5-HT3 y entre los receptores GABAA y nACh. Nuestro estudio
demuestra interacciones entre miembros de la familia Cys-Loop, lo cual
podria sugerir la existencia de interacciones entre la misma clase de
receptores ionicos activados por ligando (p.e. receptores nACh). Esta
hipotesis podria implicar que este tipo de interacciones desempefan un papel

importante en la sefalizacion neuronal de muchas sinapsis.

Palabras Clave: Receptores Cys-Loop, receptores nACh, receptores GABAA,
receptores 5-HT3;, sistema nervioso entérico, neuronas, neurotransmisores,
sinapsis, patch-clamp, guinea-pig.
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Abstract

Cross-Inhibitory Interactions between Cys-Loop Receptors in Myenteric
Neurons

v-Aminobutyric acid (GABA), acetylcholine (ACh) and serotonin (5-HT) play
an important function as neurotransmitters by directly activating GABAa, nACh
and 5-HT3 receptors on the postsynaptic membrane. These receptors are
ligand-gated channels and belong to the Cys-Loop superfamily. Various
members of this superfamily of receptors maintain cross-inhibitory interactions
with P2X receptors. We characterize the inhibitory interactions between native
GABAA and 5-HT; receptors and between GABAA and nACh receptors of
myenteric neurons from the guinea-pig small intestine. Whole-cell currents
induce by the application of high concentrations of GABA+ACh (lgasa+ach) Or
GABA+5-HT (lgaga+s-HT) induced mixed currents that were smaller than the
addition of individual currents, which reveals a current occlusion. This
occlusion is observed as soon as channels are activated and lgasa+ach OF
lcasa+s.HT are carried through both GABAa and nACh channels or through
GABAAa and 5-HT3; channels, respectively.

Current occlusion requires maximal activation of at least one of these
receptors. Kinetic and pharmacological properties of lgasa+s-HT OF leaa+ach
indicated that they are carried through both GABAA and 5-HT3 channels or
GABAA and nACh channels, respectively. 5-HT did not affect Igaga in neurons
in which: i) 5-HT3 channels were not present, ii) in the presence of tropisetron
(5-HT3 receptor antagonist), iii) after 5-HT3 receptor desensitisation or iv) at

the Is.yr reversal potential. Similarly, GABA did not affect 5-HT3; mediated

Xii
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currents in neurons in which: i) GABAa channels were not present, ii) in
presence of bicuculline (GABAa receptors antagonist), iii) after GABAa
receptor desensitisation, or iv) at the Igaga reversal potential. Similar findings
were found for the occlusion between lach and lgasa, indicating that the
occlusion requires of the presence of functional channels. Current occlusion
was still present in absence of Ca®*, when experiments were performing at
low temperature (10-11°C), after adding to the pipette solution a protein
kinase inhibitor (staurosporine). These results are consistent with a model of
cross-inhibition between GABAA and 5-HT3; and between GABAA and nACh
receptors. Our study demonstrates interactions between members of the Cys-
loop family, which would suggest the existence of inhibitory interactions
between the same kind of ligand-gated ion channels (e.g., nACh receptors).
This hypothesis would imply that these type of interactions play a major role in

neuronal signaling in many if not all synapses.

Keywords: Cys-Loop receptors, nACh receptors, GABAa receptors, 5-HT3
receptors, enteric nervous system, neurons, neurotransmitters, synapse,
patch-clamp, guinea pig.
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l. Introduccién General

Las neuronas poseen receptores idnicos que al ser activados por un ligando
especifico pueden abrirse y generar corrientes idnicas a través de la
membrana, lo cual modifica las propiedades eléctricas celulares y son la base
fundamental de una buena parte de la comunicacion interneuronal. Estos
receptores se conocen en la literatura como receptores ionotropicos o
canales iénicos activados por ligando (LGIC; por sus siglas en inglés). La
apertura de estos receptores se efectua mediante un cambio tridimensional
en la proteina que se inicia cuando se une el ligando, lo cual permite un
cambio selectivo en la permeabilidad de la membrana a iones especificos
que altera el potencial de membrana de la neurona.

Las corrientes eléctricas generadas pueden ser registradas
experimentalmente con una alta precision mediante la técnica de Patch clamp
en su modalidad de fijacién de voltaje. Utilizando esta técnica, se ha
encontrado que la apertura de receptores ionotropicos mantiene
interacciones directas capaces de modular la actividad de receptores vecinos.
Interaccion que parece existir entre canales P2X y varios receptores de la
superfamilia Cys-Loop. En el presente estudio encontramos que este tipo de
interacciones existe también entre los receptores Cys-Loop nativos de las

neuronas mientéricas del cobayo.



Interacciones entre Receptores Cys-Loop Garcia-Hernandez Luz Maria

Il. Antecedentes Generales

a. Doctrina Neuronal

Desde principios del siglo XIX se reconoce que los organismos estan
formados por elementos fundamentales denominados células. Sin embargo,
hasta los ultimos afios de dicho siglo fue cuando los neurocientificos
coincidieron en que el tejido nervioso también esta formado por esas
unidades fundamentales, en este caso llamadas neuronas (Hammond 1996;
Kandel 2000).

En la segunda mitad del siglo XIX, prevalecian dos corrientes, la de los
reticulistas, quienes creian que el sistema nervioso se encontraba formado
por una continua e ininterrumpida red de fibras nerviosas y la segunda, la de
los neuristas, quienes defendian que el sistema nervioso estaba formado por
un gran numero de simples unidades celulares interconectadas entre si, las
neuronas. La lucha entre ambas corrientes fue definida por la invencién de
una técnica de tincidn tisular desarrollada por Camilo Golgi en 1880,
curiosamente uno de los defensores principales de la corriente reticulista.
Esta técnica permitio la tincion de las fibras nerviosas mediante una reaccion
de dicromato de plata, mostrando la visualizacion microscopica de la neurona
completa, incluyendo el cuerpo celular y sus dos principales tipos de
procesos: las dendritas y el axdn (Hammond 1996; Kandel 2000). Esta
técnica fue explotada al maximo por el neuroanatomista espafiol Santiago
Ramon y Cajal en 1888, cuyo ingenio permitid la demostracion de que el
sistema nervioso es una intrincada red de células discretas y que la

comunicacion entre ellas era mediante conexiones especializadas que en
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1897 Sherrington llamé sinapsis (Zimmermann 1993; Hammond 1996; Kandel
2000).

En la actualidad, estd bien establecido que el tejido nervioso esta
formado por elementos celulares discretos y células gliales. Las neuronas
son células altamente especializadas que han perdido su capacidad
reproductiva, mientras las células gliales son en realidad un conjunto de
células que tienen diversas funciones, algunas de ellas todavia desconocidas
(Kandel 2000).

Las neuronas son células especializadas en la generacion y el
procesamiento de sefales eléctricas para lo cual estan organizadas en
circuitos. La figura 1 es una representacion esquematica de una neurona
multipolar, el tipo mas comun. El cuerpo neuronal o soma es la porcién de
mayor diametro y contiene el nucleo y la mayor parte de los organelos
citoplasmaticos. Dos tipos de procesos nerviosos se desprenden del cuerpo
neuronal. El axén es uno de ellos, el cual suele ser particularmente largo,
mantiene su diametro constante y no contiene ribosomas. Hay un solo axoén
por neurona el que permite la transmisién de sefiales eléctricas sin
decremento desde el soma hasta la terminal axénica. Los otros procesos son
mas cortos y su diametro disminuye conforme se alejan del soma, estos
procesos son conocidos como dendritas. La mayoria de las entradas
sinapticas, se reciben en las dendritas donde los axones de otras neuronas

terminan.
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Terminal
Sgg} Dendritas sinaptica

@ 2000 John Wiley & Sons, Inc

Figura 1. Representacion esquematica de una neurona multipolar. Varios
procesos se desprenden del cuerpo neuronal (soma) siendo el axén el de
mayor didmetro. Las dendritas son los procesos mas cortos y disminuyen su
didametro a medida que se alejan del soma. Diagrama modificado de
www.usm.maine.edu/psy/broida/101/neuron.JPG.

Desde el punto de vista funcional, las neuronas pueden clasificarse en
sensoriales, interneuronas y motoras. Las primeras llevan informacion de la
periferia hacia el sistema nervioso y su cuerpo neuronal se encuentra en
ganglios sensoriales periféricos. Las neuronas motoras llevan informacién del
sistema nervioso a los organos efectores como los musculos, las glandulas,
etc. Las interneuronas son células cuyos axones terminan dentro del mismo
centro neuronal y permiten la modulacion de las neuronas que salen de dicho
centro (Kandel 2000).

Las sinapsis pueden ser quimicas o eléctricas. Las primeras usan

moléculas (neurotransmisores), las cuales son liberadas en la terminal

axénica y actuan en la membrana (postsinaptica) de la célula receptora. En
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las sinapsis eléctricas, el citoplasma de las dos células se comunica mediante
canales especializados, conocidos como uniones comunicantes. Estas
uniones tienen una baja resistencia eléctrica y permiten que las sefales
eléctricas de una neurona se propaguen a la segunda (Zimmermann 1993;

Hammond 1996 ; Kandel 2000).

b. El sistema Nervioso Visceral

El sistema nervioso tiene dos componentes anatémicos, el sistema nervioso
periférico y el central. El sistema nervioso periférico esta compuesto por dos
divisiones, la motora y la sensorial. La division motora (eferente) del sistema
nervioso esta formada por la porcidn visceral y la somatica.

El sistema nervioso visceral motor, también conocido como sistema
nervioso autonomo, regula las funciones de todas las visceras incluyendo el
tono vascular, la secrecién salival, la secrecién y motilidad del tracto
gastrointestinal, etc. La division somatica motora regula la actividad de los
musculos esqueléticos y se encarga de funciones como el movimiento y la
postura corporal, la respiracién, la masticacion, etc. (Kandel 2000).

La division aferente (sensorial) también tiene dos componentes, el
visceral y el somatico, si bien sus caracteristicas anatomicas y funcionales no
siempre son tan marcadas como en la division motora. Las fibras sensoriales
viscerales nos informan con respecto a la presion arterial, el pH sanguineo, la
distension visceral, etc. Las fibras sensoriales somaticas nos informan de la
postura de las extremidades y del tronco, de la presion, las vibraciones, la

temperatura, etc. (Kandel 2000).
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También se reconocen areas del sistema nervioso central que integran
fundamentalmente funciones viscerales (p.e. el hipotalamo) o somaticas (p.e.
la corteza primaria motora) (Kandel 2000).

El Sistema Nervioso Entérico (SNE) es una porcion del sistema
nervioso visceral periférico y estd conformado por un extenso grupo de
neuronas situadas en la pared de la mayor parte del tracto gastrointestinal.
Controla las funciones del tubo digestivo desde la porcion media del es6fago
hasta el ano. EI SNE contiene neuronas sensoriales, interneuronas y
motoneuronas que son responsables de varias respuestas reflejas intrinsecas
al intestino. Sin embargo, también esta bajo control externo siendo regulado
por el sistema nervioso central y el sistema nervioso endocrino. EI SNE
incluye el plexo mientérico (plexo de Auerbach), que controla la contraccion y
relajacion del muasculo liso intestinal y el plexo submucoso (plexo de
Meissner), que controla las funciones de absorcidon y secrecion del epitelio
gastrointestinal, el flujo sanguineo local y las respuestas neuroinmunes
(Galligan 2002). EI SNE juega un papel importante en la homeostasis al
regular la absorcion de agua y nutrientes, asi como la expulsion de los

desechos alimenticios (Kandel 2000).

c. Potenciales de Accion y Comunicacién Sinaptica

Las sefiales nerviosas entre el soma y la terminal axénica se les conoce
como potenciales de accion, los cuales son cambios rapidos de tipo todo o
nada del potencial de membrana (Hammond 1996; Kandel 2000). Los
potenciales de accidn se inician por una despolarizaciéon local de la

membrana que induce una corriente entrante mayor que la corriente saliente
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generando asi, una despolarizacién en cadena durante la cual el potencial de
membrana de ser negativo (~-70 mV) pasa a valores positivos (~30 mV).
Después de lo cual se repolariza hasta sus valores control, pasando
transitoriamente por un periodo de hiperpolarizacion. El potencial de accion
tipico de una neurona dura ~2-3 ms y requiere de la activacion de canales de
Na® dependientes de voltaje durante la despolarizacion y de canales de K*
sensibles al voltaje durante la fase de repolarizacién.

El potencial de accion se conduce a través del axén, rapidamente y sin
decremento en su amplitud, asi la sefial nerviosa llega a la terminal sinaptica
iniciandose la comunicacion sinaptica.

Las sinapsis pueden ser de dos tipos quimicas y eléctricas. En las
eléctricas la comunicacion se realiza a través de canales intercelulares
(uniones comunicantes) que se caracterizan por tener una baja resistencia
eléctrica, permitiendo asi, el movimiento de iones entre el citoplasma de una
neurona a otra. Por tal razén, cuando las uniones comunicantes estan
abiertas las neuronas pre y postsinapticas se acoplan eléctricamente. Estos
canales intercelulares permiten el paso de moléculas de hasta 1200 D (p.e.
diacil glicerol, trifosfato de inositol, cAMP), lo cual lleva a un acoplamiento
bioquimico parcial.

La transmision sinaptica quimica es unidireccional, es decir, que se
lleva a cabo del elemento presinaptico al postsinaptico. Esto se debe a la
especializacion de las estructuras que conforman este tipo de sinapsis, las
cuales incluyen tres elementos: la terminal presinaptica, la hendidura

sinaptica y la membrana postsinaptica. Este tipo de transmisién es
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unidireccional, es decir, que se lleva a cabo del elemento presinaptico al
postsinaptico.

La terminal presinaptica es una dilatacién del axén con un alto grado
de especializacidon. En el se encuentran alamacenadas vesiculas repletas del
neurotransmisor. La membrana presinaptica de muchas sinapsis, contiene
tiras con una alta densidad de canales de Ca?* llamadas zonas activas. Estos
canales son dependientes del voltaje y permiten el influjo de Ca®* durante la
llegada del potencial de accion a la terminal axdnica. Las zonas activas,
contienen un conjunto de proteinas algunas de las cuales son sensores de
los Ca®*, mientras que otras permiten anclar y fusionar las vesiculas
sinapticas a la membrana citoplasmatica, lo que lleva a la liberacion del
neurotransmisor a la hendidura sinaptica. Este proceso se conoce como
exocitosis. Las sinapsis con este tipo de caracteristicas generan potenciales
sinapticos extremadamente rapidos (~1 ms) y breves (~30 ms) como los que
ocurren en sinapsis glutamatérgicas y colinérgicas. Muchas de las sinapsis
que tienen zonas activas contienen otras vesiculas sinapticas llenas de
neuropéptidos. Estas vesiculas se funden a la membrana citoplasmatica
fuera de las zonas activas. Los neuropéptidos que liberan funcionan como
neuromoduladores pero pueden mediar potenciales sinapticos muy lentos los
cuales pueden duran varios minutos.

La zona activa no existe en sinapsis como las monoaminérgicas
(Hammond 1996; Kandel 2000), las cuales se caracterizan por generar
potenciales sinapticos mas lentos (~ 1 s).

La membrana postsinaptica de las sinapsis que generan potenciales

rapidos se caracteriza por la presencia de una zona electrodensa (densidad
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postinaptica), la cual corresponde a la regidbn donde los receptores
postsinapticos se encuentran anclados. La distribucion de estos receptores
no es al azar sino que hay una estricta relacion entre las zonas activas del
elemento presinaptico y los receptores postinapticos (Hammond 1996), como
se discute posteriormente. Esto asegura una activacién rapida y efectiva de
los receptores postsinapticos cuando se libera el neurotransmisor.

La elevacion de la concentracion del neurotransmisor, requerida para
la activacion de los receptores postsinapticos, ocurre unicamente durante la
exocitosis ya que este es removido rapidamente de la hendidura sinaptica
mediante varios mecanismos. Asi, el neurotransmisor puede ser degradado
por enzimas especificas localizadas estratégicamente en la hendidura
sinaptica o bien mediante su captura por las membranas sinapticas o células
gliales vecinas. La concentracion del neurotransmisor disminuye también por
su difusion fuera de la hendidura sinaptica. Por ejemplo, el GABA de la
hendidura sinaptica es recapturado por la célula presinaptica o por células
gliales y también es degradado mediante la GABA transaminasa generando
el semialdehido succinico el cual es inactivo sobre los receptores al GABA.

En las sinapsis quimicas los potenciales sinapticos suceden por la
activaciéon de receptores que modifican el flujo i6nico a través de la
membrana plasmatica. Estos receptores pueden estar acoplados a proteinas
G o tirosina cinasa (receptores metabotropicos) o directamente a canales
ionicos (receptores ionotropicos). Ambos tipos de receptores pueden ser
activados por el mismo neuroransmisor. La neurotransmisién rapida (ms) es

mediada por receptores ionotrépicos, la lenta (segundos a minutos) es
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mediada por receptores metabotropicos. Los efectos de los
neuromoduladores son mediados por estos ultimos receptores.

Los receptores metabotrépicos modulan los canales idnicos soélo
indirectamente, es decir, las funciones de receptor y efector son llevados a
cabo por medio de dos moléculas diferentes. Este receptor consiste en dos
familias: los receptores acoplados a proteinas G y los receptores tirosina
cinasa. El receptor acoplado a proteina G esta asociado a un componente
efector por una proteina unida al nucleétido guanina o a una proteina G. Esta
familia contiene los receptores a- y f-adrenérgicos, los receptores a
acetilcolina muscarinicos, los receptores GABAg, algunos receptores a
glutamato y a 5-HT, receptores para neuropéptidos, asi como receptores
olfatorios y a rodopsina.

La activacion del componente efector del receptor acoplado a proteina
G requiere la participacion de varias proteinas. Tipicamente el efector es una
enzima que produce un segundo mensajero difundible. Estos segundos
mensajeros disparan una cascada bioquimica, ya sea por la activacion de
proteinas cinasas especificas que fosforilan una gran variedad de proteinas
celulares o por la movilizacion de iones Ca®* de almacenes intracelulares. En
algunos casos, la proteina G o los segundos mensajeros pueden actuar
directamente sobre un canal iénico.

El dominio citoplasmatico de un receptor tirosina cinasa es una enzima
que se fosforila a si misma y a otras proteinas en los residuos de tirosina.
Dicha fosforilacion permite que se una al receptor y de este modo active otras

proteinas, incluyendo otras cinasas que son capaces de actuar sobre canales
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idnicos. Los receptores a tirosina cinasas son tipicamente activados por
hormonas y factores de crecimiento (Kandel 2000).

En los receptores ionotropicos o también conocidos como receptores
idnicos activados por ligando (por sus siglas en inglés, LGIC), el receptor y el
canal son parte de la misma proteina y el canal se abre cuando el
neurotransmisor se une a su sitio especifico. Algunos de los
neurotransmisores que activan LGIC son la acetilcolina (receptores nACh), el
acido y-aminobutirico (receptores GABAa), el ATP (P2X) y la serotonina
(receptores 5-HT3). El efecto postsinaptico de la apertura de estos receptores
depende del potencial de membrana, de la permeabilidad idnica del receptor,
y de la concentracion de los iones dentro y fuera de la neurona. Como el
resto del sistema nervioso, las funciones de las neuronas entéricas dependen
de la comunicacion sinaptica y los LGIC juegan un papel primordial en la

comunicacion rapida entre neuronas entéricas.

d. Receptores I6nicos Activados por Ligando de la Superfamilia Cys-
Loop

El microscopio electronico reveld la presencia de una especializacion
particular en la membrana postsinaptica, caracterizada por una
electrodensidad mayor. Estudios posteriores demostraron que esta
electrodensidad se genera por la alta densidad de LGIC. Estudios de
imagenes fluorescentes muestran que estos receptores postsinapticos (p.e.
nACh) estan distribuidos en listones moleculares que se orientan en la misma
direccion que los canales de calcio de la membrana presinaptica (Figura 2).

Es importante mencionar que estos canales de calcio se localizan contiguos a

11
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los sitios donde el neurotransmisor es liberado. Es decir, la mayor densidad
de LGIC se encuentra frente a los sitios que liberan el neurotransmisor
(Kandel 2000). Esto convierte a las sinapsis quimicas en dispositivos
altamente sensibles. Los LGIC también pueden estar localizados en la
membrana presinaptica y en areas no directamente relacionadas con la
sinapsis (Hammond 1996).

Los LGIC son proteinas constituidas por varias subunidades, las
cuales forman un poro central acuoso. Los sitios de union al ligando estan
presentes en los dominios extracelulares. Cuando el ligando o el
neurotransmisor se une a su receptor, la proteina cambia su conformacion y
pasa a un estado en el que el poro acuoso es permeable a iones. El
movimiento idnico genera una corriente de magnitud proporcional al numero
de receptores abiertos y la direccion de esta corriente depende del tipo de
iones y de si el movimiento i6nico es hacia el citoplasma o hacia el exterior de
la membrana. Por convencién, se le considera corriente entrante al
movimiento de cargas positivas hacia en interior de la célula o de cargas
negativas hacia el exterior, mientras que se considera corriente saliente al
movimiento de cargas positivas al exterior o de negativas hacia el interior.

Los LGIC pueden existir en al menos tres estados, normalmente estan
cerrados en ausencia de ligando, y cuando éste se une a su sitio receptor le
tomara ~0.02 ms para entrar al estado abierto, y una vez que el ligando se
disocia el canal pasara nuevamente al estado cerrado. Otro estado de estos
receptores se observa en presencia continua de concentraciones
relativamente altas del ligando y se conoce como inactivacion

(desensibilizacion). En este estado los receptores canal no se abren a pesar
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de que el ligando esté unido a su sitio receptor. Un canal inactivado sélo
puede ser reactivado hasta que el ligando se disocie del sitio receptor y

regrese a su estado cerrado (Barry and Lynch 2005).

Zonas
activas

Jpostsinapticos

_' Doblez
/ membranal
_/ postsinaptico

okt . L wins@anales Ca
v presinapticés

postsinapticos

Figura 2. Los canales de calcio estan concentrados en la unién
neuromuscular en regiones de la terminal nerviosa presinaptica
opuestos a los grupos de receptores a ACh en la membrana
postsinaptica. La imagen de fluorescencia muestra a los canales de Ca*
presinapticos en rojo, después de marcarlos con rojo de Texas acoplado a la
toxina de caracol marino que se une a los canales de Ca**. Los receptores a
ACh postsinapticos estan marcados en verde con a-bungarotoxina, la cual se
une selectivamente a los receptores a ACh. Las dos imagenes normalmente
estan sobrepuestas pero han sido separadas para mayor claridad. Los
patrones de marcaje para ambas sondas estan casi en el mismo registro,
indicando que la zona activa de la neurona presinaptica esta casi
perfectamente alineada con la membrana postsinaptica que contiene alta
concentracion de receptores a ACh. (Modificado de (Kandel 2000).

Los LGIC son clasificados en cuatro superfamilias, la de los Cys-Loop,

los receptores a glutamato (NMDA, N-metil-D-aspartato; AMPA, acido o-
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amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-propidnico y kainato), los canales TRP
(potencial de receptor transitorio) y los canales activados por trifosfato de
adenosina (ATP; P2X) (Connolly and Wafford 2004).

Los miembros de la superfamilia Cys-Loop son diversos y su
activacion es responsable de potenciales sinapticos excitadores e inhibidores
dependiendo de si su permeabilidad es a cationes (p.e. NnAChR, 5-HT3) o
permeables a aniones (p.e. GABA,, receptores glicinérgicos) (Connolly and
Wafford 2004).

Los receptores Cys-Loop poseen estructura similar. Los receptores
estan formados por cinco subunidades. Cada subunidad esta constituida por
un dominio amino terminal extracelular, cuatro dominios transmembranales
(M1-M4) y un dominio carboxilo terminal extracelular. También tienen un
dominio largo intracelular entre M3 y M4 (Jensen y col. 2005), el cual ha sido
implicado en la facilitacion de la interaccion entre el receptor y la matriz
intracelular. Caracteristicamente, la subunidad o que conforman estos
receptores contiene dos residuos de cisteina en el dominio donde se une el
ligando y se sabe que forma un enlace disulfuro (Kao and Karlin 1986).
Después de unirse el ligando al sitio de union, el poro interno es abierto

mediante un cambio conformacional permitiendo el flujo de iones.

d.1. Receptores Canal Activados por GABA

El GABA es un neurotransmisor cuyas acciones son fundamentalmente
inhibidoras, en el sentido que activa receptores que disminuyen la
probabilidad de que se produzcan potenciales de accion, ya sea porque

disminuye la excitabilidad neuronal o bien porque inhibe la liberacion de
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neurotransmisores excitadores (Zimmermann 1993; Hammond 1996). Existen
tres tipos de receptores importantes activados por GABA, los GABAx, GABAg
y los GABAc (Zimmermann 1993).

Los GABAA son receptores canal permeables a cloruro (CI'). Debido a
que la concentracién de este idbn es mayor afuera que adentro de la neurona,
la activacidn de estos receptores genera hiperpolarizaciones en las neuronas
postsinapticas llamadas potenciales postsinapticos inhibidores.

Los receptores GABAg son de tipo metabotropicos, estan asociados a
proteinas G y afectan la excitabilidad neuronal mediante la generacion de
segundos mensajeros. Las respuestas generadas por estos receptores son
lentas. La activacion de estos receptores puede inhibir la liberacion de
neurotransmisores en algunas sinapsis excitadoras. Algunas sinapsis
inhibidoras usan solamente un tipo de receptor activado por GABA, mientras
que otras tienen ambos tipos (Zimmermann 1993; Conley 1996; Hammond
1996).

Los receptores GABAa tienen sitios de union para farmacos como
benzodiazepinas (diazepam y clordiazepoxido que se unen a las subunidades
o y p de estos receptores), barbituricos (fenobarbital que es un sedante
hipnético que se une a la subunidad y) y neuroesteroides (como la
alopregananolona, DHEA, DHEAS, sulfato de pregnenolona e incluso el
THDOC), estan involucrados en varios procesos sinapticos, como el
aprendizaje, memoriam proteccién neuronal, etc., importantes en la fisiologia
neuronal (Conley 1996; Hammond 1996).

El canal central de los receptores GABAa esta formado por un arreglo

heteropentamérico de subunidades polipeptidicas de tres familias a1 a 6, p1
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a4, vyl a4, 61 a3 (Zimmermann 1993; Conley 1996; Hammond 1996).
Dentro de estas familias se han identificado variantes adicionales de un solo
miembro de subunidades: &, 6 y m. La subunidad p solamente ha sido
encontrada en la retina y en el timo, debido a que el receptor en esta
estructura es funcionalmente distinto y farmacolégicamente diferente del
receptor GABA,, se le ha distinguido como GABAG.

La subunidad y2 no solo incrementa la sensibilidad del receptor al
GABA, sino que se piensa que la mayor parte de los receptores sinapticos
contienen esta subunidad (Essrich y col. 1998). Esta subunidad también es
esencial para la sensibilidad del receptor a los moduladores alostéricos como
el zinc y las benzodiazepinas. Mutaciones heterocigotas sin sentido en la
subunidad y2 del receptor GABAA producen una mezcla de convulsiones
generalizadas febriles y afebriles (Baulac y col. 2001; Wallace y col. 2001).
Ademas, mutaciones de esta subunidad afectan a pacientes con

convulsiones de ausencia (Wallace y col. 2001).

d.2. Receptores Canal Activados por Serotonina

Los receptores 5-HT3 son receptores canal presentes en algunas lineas
celulares neurales, y en neuronas periféricas y centrales (Kilpatrick y col.
1987, 1988; Barnes y col. 1990; Jones y col. 1992; Krantis 2000). La
clonacién de una subunidad funcional del receptor 5-HT3 (5-HT3a) en el raton,
la rata y el cerebro humano confirmé que este receptor es miembro de la
superfamilia Cys-Loop (Maricq y col. 1991; Hope y col. 1993), el cual media la

transmision rapida excitadora en el sistema nervioso central (Sugita y col.
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1992). Los receptores 5-HT3 estan constituidos por una combinacién de cinco
subunidades (5-HTsag), aunque sélo se conocen las secuencia de
aminoacidos de tres de ellas (5-HTsac) (Reeves and Lummis 2002).
Receptores homoméricos pueden estar formados de subunidades 5-HT3a y
receptores heteroméricos pueden ser también obtenidos por la combinacion
de 5-HT3a con una segunda subunidad conocida de esta subfamilia (5-HTs3g).
Receptores no funcionales resultan de Ila expresibn de solamente
subunidades 5-HT3g (Maricq y col. 1991; Hope y col. 1993).

Los receptores 5-HT3; estan localizados en las terminales
mesolimbicas dopaminérgicas y modulan la liberacién de dopamina (DA), una
accién implicada con el reforzamiento positivo de los efectos de las drogas de

abuso (Johnson 2004).

d.3. Receptores Canal Activados por Acetilcolina

Los receptores nicotinicos activados por acetilcolina (nAChR) estan formados
por cinco subunidades organizadas alrededor de un canal catiénico central
(Grutter and Changeux 2001; Karlin 2002). Diecisiete subunidades del
receptor nACh han sido clonadas (a1-a10, p1-4, vy, 8 y ¢) (Grutter and
Changeux 2001; Karlin 2002). Estas subunidades pueden combinarse
formando varios tipos de nAChR, incluyendo arreglos homomeéricos y
heteroméricos. Un simple nAChR heteromérico neuronal, tiene dos sitios de
union a ACh formados entre la interfase de una subunidad o con la
subunidad B, en el dominio extracelular cerca del N-terminal de M1(Karlin
2002). Los nAChR son expresados tanto en el sistema nervioso central como

en el periférico. En la periferia, los nAChR musculares son también
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encontrados en la union neuromuscular, mientras que los nAChR neuronales
pueden ser detectados en células ganglionicas o también en células no
neuronales (Sargent 1993; Wessler y col. 1999). En el cerebro, los nAChR
juegan multiples papeles en la transduccion de senales, datos que han sido
reportados apoyan su papel en la transmisién sinaptica rapida (Zhang y col.
1993; Futami y col. 1995; Hefft y col. 1999), en la transmision axo-axénica
(Lena y col. 1993) y en la modulacion de la liberacion presinaptica del
transmisor (Role 1992; Wonnacott 1997).

La nicotina es el principal componente psicoactivo en el tabaco, y es el
responsable de las propiedades de reforzamiento que conducen a la adiccion
tenaz y a la alta incidencia de recaida de los que dejan el tabaco.

La alta afinidad de la nicotina por el NAChR subtipo a4f2, y su relativa
abundancia en el cerebro, conduce a asumir que este podria ser el principal
blanco mediando las propiedades psicoactivas de la nicotina. Asi, por
ejemplo en el tratamiento créonico de roedores con nicotina conduce a una
sobre-regulaciéon en el numero de a4p2 en el nAChR sitios de union en el
cerebro (Gentry and Lukas 2002), simulando los hallazgos observados post-

mortem en cerebros de fumadores (Benwell y col. 1988; Breese y col. 1997).

e. Interacciones entre LGIC (por sus siglas en inglés)

En la actualidad los mecanismos de integracion sinaptica del sistema
nervioso no son del todo claros, por lo que la informacién que nos pueda
brindar la interaccion entre los receptores nos ayudara a comprender mejor la
actividad sinaptica del sistema nervioso en general. Varios grupos de

investigacion hemos mostrado que la activacion simultanea de receptores de
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diferente familia induce una interaccidon cruzada entre los receptores
involucrados (Nakazawa 1994; Barajas-Lopez y col. 1998; Zhou and Galligan
1998).

Existen resultados interesantes sobre la interaccion cruzada entre
diferentes poblaciones de receptores canal, los cuales median la transmision
sinaptica rapida. En particular, aquellas interacciones entre canales P2X y
nACh (Barajas-Lopez y col. 1998; Boue-Grabot y col. 2003), entre los P2X y
los 5-HT3 (Barajas-Lopez y col. 2002; Boue-Grabot y col. 2003).

Para explicar la interaccion cruzada entre canales, Nakazawa en 1994
sugirié que los receptores P2X y los nACh compartian el mismo canal en las
neuronas simpaticas de rata (Figura 3). Esta hipétesis de sobreposicién o
combinacién de canales fue basada en el hecho de que la aplicacidon
simultanea del ATP y la ACh induce una corriente (lach+atp) menor que la
suma (lach *+ latp = lesperada) de las corrientes inducidas por la aplicacion
individual (lach Y Iatp) de estos agonistas.

En 1998 Barajas-Lopez et al., reportaron resultados similares a los
encontrados por Nakazawa, en las neuronas del plexo submucoso, cuando
las corrientes se registraron a un potencial de -60 mV. Sin embargo, a +40
mV las corrientes fueron aditivas. A este potencial, la amplitud de la lach+atp
no fue diferente a la lgsperada, descartando la hipotesis de Nakazawa (Barajas-
Lopez y col. 1998). Esto ultimo demostré que la latp y la lach SOn mediadas
por diferentes poblaciones de receptores. Es decir, que varios miembros de la
superfamilia Cys-Loop mantienen interacciones inhibidoras con receptores

P2X.
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Figura 3. Representacion
esquematica de la hipétesis de dos
receptores compartiendo un solo
canal propuesta por Nakazawa en
1994 para explicar la oclusién de las
corrientes inducidas por ATP y ACh.
Creada por Barajas-Lépez.

En conjunto estas observaciones sugirieren que la oclusion de
corriente es mediada por interacciones alostéricas directas entre los LGIC o
bien mediante interacciones alostéricas que involucren un estructura
(proteina) vecina a estos receptores. Ambas explicaciones asumen que los
receptores canal involucrados se encuentran localizados muy cerca uno del
otro dentro de la membrana neuronal.

El significado funcional de las interacciones cruzadas entre los
receptores del mismo tipo, en este caso los pertenecientes a la superfamilia
Cys-Loop, nos ayudara a generar hipotesis que nos permitan comprender
procesos tan importantes como la modulacidn sinaptica, explicar la
citotoxicidad provocada por las altas concentraciones de sus mismos
neurotransmisores, de la degeneracion neuronal o de la conservacion de

energia e incluso del control de segundos mensajeros.
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Figura 4. Modelo de las interacciones inhibidoras entre receptores
canal. A, los receptores estan organizados en unidades que poseen al
menos un receptor canal de cada tipo. Cuando los receptores son
simultdneamente activados, unicamente uno de los dos canales de ésta
unidad se abre en un tiempo dado, como se muestra en B y C. B, cuando el
influjo idnico es detectado en el canal P2X, este induce el bloqueo del canal
nicotinico, a través de un mecanismo que posiblemente involucra las
terminales carboxilicas de los canales P2X. C, cuando el influjo idnico se
detecta en el canal nicotinico se bloquean los canales P2X. La unidad
funcional podria cambiar del estado A al B o viceversa. Diferentes unidades
funcionales de una célula dada podrian estar en el estado A o B de manera
fortuita. Este modelo se basa en el hecho de que la cinética de las corrientes
inducidas por la aplicacion simultanea de los dos agonistas no es explicada
unicamente por la cinética de las corrientes individuales, ya que en presencia
de PPADS (por sus siglas en inglés; un antagonista de los receptores P2X)
lach+aTp €S similar a Iach y en la presencia de hexametonio (un bloqueador de
los canales nicotinicos) Iach+atp €S similar a latp sola (no mostrado). Diagrama

creado por Barajas-Lopez
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lll. Planteamiento del problema

Se ha mostrado que la activacion de los LGIC (por sus siglas en inglés) no es
un proceso necesariamente independiente. Asi, cuando algunos receptores
son simultaneamente activados se muestran interacciones cruzadas entre
ellos, ejemplo de estas son las interacciones entre algunos canales nativos
P2X con miembros de la superfamilia de receptores Cys-Loop. En concreto
con receptores nicotinicos (Nakazawa 1994; Barajas-Lopez y col. 1998; Zhou
and Galligan 1998), con receptores 5-HT; (Barajas-Lopez y col. 2002; Boue-
Grabot y col. 2003) y con receptores GABAAa (Sokolova y col. 2001; Karanjia y
col. 2006). Li et al., 2003, reportaron por primera ocasion las interacciones
entre dos miembros de la superfamila de receptores Cys-Loop,
especificamente demostraron la presencia de una interaccién inhibidora
asimétrica entre los receptores glicinérgicos y los GABAA, ambos receptores
aniénicos. El presente trabajo involucra el estudio de las posibles
interacciones inhibidoras entre un receptor cationico (nACh o 5-HT3), y el otro

anionico (GABAa) en neuronas del plexo mientérico.
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IV. Hipétesis
Siendo los receptores nACh y los 5-HT3; estructuralmente similares a los
receptores glicinérgicos esperariamos que los receptores nACh y los 5-HT3

mantengan interacciones inhibidoras con los receptores GABAa.
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V. Objetivos

1. Estudiar las interacciones inhibidoras entre los receptores canal
GABAa y 5-HT3 en neuronas del plexo mientérico del cobayo.

2. Caracterizar las interacciones inhibidoras entre los receptores canal
GABAA y 5-HTs.

3. Investigar las interacciones inhibidoras entre los receptores canal
GABAA y nACh en neuronas del plexo mientérico del cobayo.

4. Caracterizar las interacciones inhibidoras entre los receptores canal

GABAA y nACh.
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VI. Materiales y Métodos

Cobayos jovenes de 150 a 200 g, machos o hembras, fueron sacrificados por
decapitacién y se extrajo un segmento de 5 cm de yeyuno proximal. Se
mantuvo abierto longitudinalmente en solucion de Krebs modificada, en mM:
126 NaCl, 1.2 NaH;PO., 1.2 MgCl;, 2.5 CaCl,, 5 KCI, 25 NaHCO3;, 11
glucosa; gasificada con 95% O, y 5% CO,. La capa mucosa y submucosa de
este segmento de intestino fue disecada, se removio la mayoria del musculo
circular, quedando el plexo mientérico embebido en el musculo longitudinal.

La preparacién fue disociada usando un tratamiento secuencial con
dos soluciones enzimaticas, como se ha descrito (Barajas-Lopez y col. 1996),
la primera contenia papaina (0.01 mL/mL; activada con 0.4 mg/mL de L-
cisteina) y la segunda colagenasa (1 mg/mL) y dispasa (4 mg/mL). Las
enzimas fueron removidas usando medio L-15 para lavar y las células fueron
sembradas en cubreobjetos redondos cubiertos con colagena estéril de cola
de rata. El medio de cultivo contenia 97.5% de medio minimo esencial, 2.5%
de suero de cobayo, L-glutamina 2 mM, penicilina 10 U/mL, estreptomicina 10
ug/mL y glucosa 15 mM (Figura 5). Para mayor detalle ver Anexo |.

Se sabe que ACh, GABA y 5-HT modulan canales de potasio en la
membrana de neuronas entéricas via receptores unidos a proteinas-G
(Christofi y col. 1997; Barajas-Lopez y col. 2000; Krantis 2000). Con el fin de
disminuir la participacién de estas corrientes, los experimentos se realizaron
en presencia de Cs* (un bloqueador de canales de potasio). Ademas, las
corrientes fueron registradas por la técnica de Patch-clamp en su

configuracion de fijacion de voltaje, lo cual también es conocido que descarta
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efectos mediados por segundos mensajeros (Gillis y col. 1991). Esta
configuracion se logra después de obtener un gigasello entre la pipeta de
cristal y los lipidos que componen la membrana celular (configuracién de
célula pegada), una vez que se alcanza esta configuracion se aplica una
ligera succion para romper la membrana que separa el citoplasma del interior
de la pipeta, logrando asi continuidad entre los componentes (configuracion
de célula completa). Esto nos ayudd a monitorear los cambios idnicos que

nos generan los corrientes que registramos.

Extraccion de
5 cm de yeyuno

!

Diseccion de
mucosa, submucosa y
musculo circular

@ Sone

Tratamiento
enzimaético:
1.papaina/cisteina
2.colagensas/dispasa

'

Disgregacion
mecanica

Cultivo

Figura 5. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para la realizacién del
cultivo primario de neuronas del plexo mientérico e intestino delgado de
cobayo.

Las corrientes de membrana inducidas por ACh, GABA y 5-HT fueron
registradas en cultivo primario de neuronas mientéricas de corto tiempo (2-

80 h) con un amplificador Axopatch 1D. Las pipetas de registro se fabricaron

utilizando capilares de borosilicato y el estirador de pipetas Narishige.
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Posteriormente, fueron pulidas utilizando el microscopio/pulidor Narishige
(MF-830) hasta que el diametro externo de la punta de la pipeta fuera 1.5 a
2.0 um con una resistencia de entre 1-3 MQ. Del 60 al 95% de la resistencia
en serie fue compensada en 9 de las 33 neuronas analizadas en las
interacciones entre GABA y 5-HT, mientras que entre un 90 a 98% de la
resistencia en serie se compensoé para 10 de las 26 células analizadas para
la interaccion GABA y ACh. La dicha compensacién no afecto la falta de
adicién entre lgaga Y Is.nt Ni entre lach Y leasa (ver Resultados), en la mayoria
de los casos la compensacién no se realizoé por este factor. Excepto cuando
otra cosa fuera mencionada el potencial de membrana se mantuvo a -60 mV.
Las soluciones utilizadas, tuvieron la siguiente composicion en mM. Dentro
de la pipeta: CsCl 160, EGTA 10, HEPES 5, NaCl 10, ATPMg 3, y GTP 0.1;
solucion externa: NaCl 160, CaCl, 2, glucosa 11, HEPES 5 y CsCl 3. El pH de
todas las soluciones fue ajustado a 7.3-7.4 con CsOH (solucién de la pipeta)
o NaOH (solucion externa). Con estas soluciones, la resistencia de acceso de
las neuronas se encontro entre 1 a 10 GQ. Las corrientes de célula completa
fueron registradas en una PC usando el software Axotape (Axon Instruments)
y analizadas en una computadora Macintosh con el software Axograph (Axon
Instruments). La camara de registro fue continuamente perfundida con
solucién externa aproximadamente a una velocidad de 2 ml/min (Figura 6).
Cambios rapidos en la solucién externa fueron realizados utilizando un
dispositivo de ocho-tubos, estos tubos estaban conectados a jeringas que
contenian las soluciones control y experimental. El tubo que contenia la
solucién control fue colocado enfrente de la célula por registrar y una

aplicacion externa de la solucion experimental fue realizada por el cambio
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brusco del tubo control por el tubo que liberaba esta misma solucion mas la
substancia experimental. Las substancias experimentales fueron removidas
por el regreso a la solucion control. Las soluciones externa fueron liberadas
por gravedad y el nivel de la jeringa fue continuamente ajustado para
minimizar los cambios en la velocidad del flujo. Todos los experimentos
fueron realizados a temperatura ambiente (~23°C) a menos que otra cosa se
indique.

Perfusion de la
Cdmara de Registro

\ Sonda de
Registro

\/
’ Figura 6. Representacion
esquematica de la camara de

Sistema de Tubos
Para Aplicaciones

Répidas de registro y del sistema de

Farmacos aplicacion  rapida de las
soluciones experimentales.
Esquema creado por Barajas-
Lopez.

Succion

En la figura 7 se muestra el registro de una corriente tipica obtenida
con la configuracién de célula completa. Se puede observar una corriente
entrante inmediatamente después de la aplicacion de ACh (onset), la cual
alcanza su maximo (pico) y se inactiva a pesar de la presencia del agonista.
La corriente regresa a sus valores iniciales (caida) después de retirar la ACh.

Medio L-15, MEM, Soluciéon de Hanks, Penicilina-Estreptomicina y L-
glutamina fueron comprados de GIBCO; las enzimas colagenasa tipo | y la
papaina fueron adquiridas de Worthington; la L-cisteina de Sigma y la

dispasa fue adquirida de Roche.
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El GABA, la 5-HT y la bicuculina fueron adquiridas de Research
Biomedical Inc. (Natick, MA, USA). La estaurosporina fue obtenida de
Kamiya, (Thousand Oaks, CA, USA). El ondansetron se adquiri6 de Glaxo
Smithkline (Parma, ltalia). CsCl, EGTA, HEPES, NaCl, ATPMg, GTP, NaCl,
CaCly, glucosa, CsOH, NaOH NaH;PO., MgCl;, KCI, NaHCO; fueron

obtenidos de Sigma (St. Louis, MO., USA).

ACh ImM
_ J ‘\Cal’da Figura 7. Registro tipico de una
/ corriente entrante inducida por
o ACh. La aplicacion de ACh es
nset . . .
indicada por la barra. El registro fue
\ 1o Tealizado utilizando la configuracion
de célula completa en una neurona
Inactivacion mientérica de intestino de cobayo a
[ 5s un potencial de membrana de -
f 60mV.
/‘\Pico

El ajuste exponencial para el analisis del onset, de la caida de la
corriente, asi como para la inactivacién de la corriente se realizé utilizando en
software Axograph 4.9 (Axon Instrumens). La técnica que utiliza dicho
software es la técnica de Chebyshev, la cual es rapida, no iterativa y estable;
fue desarrollada por George C. Malachowski y la licencia es de Axon
Instrumens.

La ecuacion para el ajuste a la suma de una funcién exponencial es la
siguiente:

/1

f1(ti) =ap + aie

Para la suma de dos funciones exponenciales:

—t1/1 —t1h2

fz(ti) =ap + aie + ase
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Para la suma de tres funciones exponenciales:

—t1/1 —t1h2 —t1h3

fr(t) = ap + a1e + age + aze

Los resultados fueron expresados en promedio + S.E.M. y el numero
de células usado como n. Utilizamos la prueba t-Student pareada para
evaluar las diferencia entre los valores promedio obtenidos de un mismo
grupo de células y la prueba t-Student no pareada cuando los datos fueron
obtenidos de un grupo distinto de células. Los valores de P a dos-colas de
0.05 o menos fueron considerados como estadisticamente diferentes.

También se utilizé la prueba de ANOVA de una via y la prueba de Dunnett

cuando se hicieron comparaciones multiples de promedios.
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VII. Resultados

a. Propiedades farmacolégicas y electrofisiolégicas de las corrientes de
célula completa inducidas por acido y-aminobutirico, acetilcolina y
serotonina

Las propiedades farmacolégicas y electrofisiolégicas de la conductancia de
membrana y las corrientes de célula completa activadas por GABA (lgaga),
ACh (lach) ¥ 5-HT (5-HT3) en neuronas entéricas han sido previamente
reportadas (Cherubini and North 1984, 1985; Derkach y col. 1989; Zhou and
Galligan 2000). Estas corrientes de células completa son mediadas por la
activacion de receptores permeables a cloruro (GABA,) y a cationes (nACh,
5-HT3), respectivamente.

Usando una soluciéon interna con bajo cloruro, con aplicaciones
individuales de GABA, ACh y 5-HT indujeron corrientes entrantes a un
potencial de membrana de -60 mV. Las curvas concentracién-respuesta
fueron obtenidas para estos transmisores y analizadas (Barajas-Lopez y col.
2002). El valor de ECso fue de 55 uM para 5-HT con un coeficiente de Hill de
1.0£0.1 (no significativamente diferente de la unidad). La amplitud de
corriente inducida por 5-HT (1 mM) fue variable en las células desde unos
cuantos pA hasta -7 nA pero en la mayoria de los casos, su valor fue entre -1
y -3 nA. Para el caso de la 5-HT se incluyeron amplitudes de corriente por
arriba de -200 pA. Los valores de ECso para GABA y ACh fueron 104 y 324
uM, mientras que los valores del coeficiente de Hill fueron 1.3+0.1 y 1.6+0.18,
respectivamente. La amplitud de corriente inducida por concentraciones

maximas de GABA (0.3 mM) y ACh (1 mM) tuvo un valor promedio de 0.18-
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7.4 nA (rango desde unos pocos pA hasta -7.4 nA). Sin embargo, las
corrientes incluidas en el analisis tuvieron al menos -100 pA de amplitud. En
estas células, el promedio de la amplitud del pico de lgaga Y lach -2.461£0.54
(n=232 de 333) y -0.791£0.11 nA (n=235 de 333), mientras que, el promedio
del pico de la amplitud de Is.4t fue de -1.48+£0.09 (n=124 de 136). Se observod
una mayor variabilidad en la amplitud de Igasa que en la de Iach. La amplitud
de estas corrientes fue independiente una de la otra, de hecho, algunas
células solo generaron lgaga (62 de 333), lach (65 de 333 neuronas), o syt
(33 de 139 neuronas), indicando que estos receptores son expresados
independientemente en neuronas mientéricas.

Como se muestra en la figura 8A-8B, las corrientes entrantes
inducidas por GABA (0.3 mM) y 5-HT (1 mM) fueron totalmente inhibidas por
bicuculina (30 uM; n=6) y ondansetron (0.3 uM; n=5), respectivamente. El
ondansetron fue especifico en Isyr y no afectd lgasa, Sin embargo, la
bicuculina (30 uM) bloqueo parcialmente 25% de Is.y7. Este ultimo efecto de
la bicuculina sobre Is.yt  ha sido previamente reportado (Takenouchi and
Munekata 1998; Sun and Machu 2000).

Los onsets de lach Y lcasa fueron aparentemente los mismos. De esta
manera el tiempo requerido para alcanzar la corriente media maxima no fue
significativamente diferente en seis células analizadas. Este tiempo tuvo
valores promedios de 28.6819.68 y 34.02+16.18 ms para lgasa Y lach,
respectivamente. Estas corrientes alcanzaron sus picos dentro de los
siguientes segundos. Después de alcanzar sus amplitudes maximas las

corrientes disminuyeron a pesar de la presencia de los transmisores
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Figura 8. Las corrientes inducidas por GABA (lgaga), ACh (lach) y 5-HT (Is.
Ht) son mediadas por receptores GABA,, nACh y 5-HTs,
respectivamente. A: La bicuculina (30 uM; un antagonista de los receptores
GABA,) inhibe lgaa. B: El ondansetron (30 uM; un bloqueador de los
receptores 5-HT3) inhibe syt sin afectar Igaga. C: El hexametonio (1 mM;
antagonista de los receptores nACh) bloquea la lach sin afectar la lgaga. Las
corrientes mostradas en A, B y C fueron registradas de tres diferentes
neuronas mientéricas, a un potencial de membrana de -60 mV, en respuesta
a GABA (0.3 mM), ACh (1 mM) y 5-HT (1 mM). Las corrientes control fueron
registradas antes y cinco minutos después de la aplicacién de bicuculina,
ondansetron o hexametonio. La bicuculina abatié totalmente la Igaga pero su
efecto no fue especifico porque también inhibié un 25% de Is.yt ¥y su efecto
sobre lach fue aun mayor inhibiendo aproximadamente un 85% de la
corriente. El ondansetron y el hexametonio, sin embargo, tuvieron un efecto
especifico inhibiendo syt y lach, respectivamente. Por lo tanto, estos
resultados indican que el efecto de los agonistas es especifico en uno u otro
receptor GABAa, 5-HT3 o nACh, a pesar de las concentraciones

relativamente altas.
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(inactivacién de corriente), indicando taquifilaxia del receptor. La inactivacion
de los receptores GABAA fue menor que la observada en los receptores
nACh. En seis células analizadas tratadas con aplicaciones largas (90 s) de
GABA, la inactivacion del receptor fue mejor ajustada a la suma de dos
funciones exponenciales (los valores para t de estas funciones se dan abajo).
En las mismas seis células tratadas con aplicaciones largas (90 s) de ACh, la
inactivacion fue mejor ajustada a la suma de dos funciones exponenciales
(los valores para t de estas funciones se dan abajo). El valor de t1 de lgaga
fue significativamente diferente (P<0.05) que el valor de t1 de lach. Mientras
tanto, el valor de 12 de lgasa Y €l valor de t2 de Iach No fueron diferentes.
Después de remover los agonistas de la solucion externa, las corrientes
disminuyeron hasta desaparecer. Esta caida fue bien ajustada a una sola
funcién exponencial con valores promedio de t de 0.83£0.09 y 0.48+0.06 s
para lgasa Y lach, respectivamente (n=7). Estos valores fueron
significativamente diferentes (P<0.005).

En cuanto al andlisis de las interacciones entre GABA y 5-HT se
determind que el onset de lgaga Y de Is.yt también fue el mismo. Asi, el tiempo
requerido para alcanzar la corriente media maxima no fue significativamente
diferente en seis células analizadas. Este tiempo tuvo un valor promedio de
191133 y 174135 ms para lgasa Y Is.HT, respectivamente. Al igual que GABA 'y
ACh, esta combinacion de receptores también presentaron taquifilaxia. La
desensibilizacién de los receptores GABAa fue claramente mas lenta que la
observada para los receptores 5-HTs;. En siete neuronas analizadas

expuestas a aplicaciones largas (90 s) de GABA, la desensibilizacion del
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receptor fue mejor ajustada a la suma de dos funciones exponenciales.
Mientras que en las mismas neuronas, la desensibilizacién de los receptores
5-HT3 se ajusté mejor a la suma de tres funciones exponenciales. Los valores
de t1 y t2 de lgasa fueron significativamente diferentes(P<0.05); de los
valores de t1 y 12 de Is.y7. Finalmente, las corrientes disminuyeron hasta que
desaparecieron una vez que el agonista fue removido de la solucién externa.
Esta caida fue mas rapida para Igasa que para Isyr. La caida de ambas
corrientes, sin embargo, fue mejor ajustada a una sola funcién exponencial
con valores promedio de T significativamente diferentes (P<0.001); 0.8+0.1 y

10.4+1.6 s para lgasa Y Is.uT, respectivamente (n=10).

b. Las corrientes inducidas por GABA, ACh y 5-HT no son aditivas
Los experimentos descritos arriba demostraron que lgasa, lach Y Is.ut tienen
diferentes cinéticas y que estaban mediadas por la activacion farmacologica
de los diferentes receptores. Si dos corrientes son mediadas por receptores
ionicos independientes entonces las corrientes inducidas por concentraciones
de GABA 0.3 mM, 5-HT 1 mM y de ACh 1 mM (cuando la ocupacién del
receptor es entre un 70 y 100%) deberian ser aditivas. Para investigar si esto
sucede, medimos el pico de lach, lcasa Y Is.ut ¥y la corriente inducida por la
aplicacién simultdnea de los dos agonistas a las mismas concentraciones
(lcaBa+ach O en su caso lgasa+s.HT) €N la misma neurona.

Primero analizamos qué sucedio en el caso de los receptores GABAA
y nACh. Se encontr6 que la suma de las corrientes individuales (lacht
lcaBA=IEsperada; -3.18£0.51 nA), fue significativamente mayor (P<0.001; n=26)

que lgasa+ach; (-2.88+0.48 nA), revelando asi una oclusion entre lgasa Y lach
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Figura 9. Las corrientes inducidas por GABA (lgasa), ACh (lach) y 5-HT (lIs.
HT), ho son aditivas, revelando una oclusiéon de corriente. En A y B, se
muestran los registros de dos experimentos tipicos: A, corrientes inducidas
por GABA y ACh y B, corrientes inducidas por GABA y 5-HT. Nétese que la
aplicaciéon simultanea de GABA+ACh o de GABA+5-HT induce siempre una
corriente menor que la suma de las corrientes individuales. C: valores
promedio (barras) de veintiséis experimentos. Las corrientes fueron inducidas
por la aplicacion de GABA (0.3 mM) o ACh (1 mM), y por la aplicacién
simultanea de estos dos agonistas (Icasa+ach). leasa Y lach fueron registradas
cinco minutos antes y cinco minutos después de lgaga+ach. La primera y la
tercera barra muestran el valor promedio de la suma de las corrientes
individuales (lgasa Y lach) que representan la corriente esperada (lesperada=
lcasatlacn). Los S.E.M. son las lineas arriba de las barras para lesperada Y
lcaBa+ach. Esta ultima es significativamente menor que lgsperada. D: valores
promedio de 33 experimentos. Las corrientes fueron inducidas por la
aplicacién de GABA (0.3 mM) o 5-HT (1 mM) y por la aplicacion simultanea
de estos agonistas (Icasa+s-HT)- lcasa Y Is.ut fueron registradas cinco minutos
antes y cinco minutos después de lgaga+s-HT. La primera y la tercera barra
muestran el valor promedio de la corriente esperada. Obsérvese que la

lcaBa+s.HT €S significativamente menor que lgsperada-

38



Interacciones entre Receptores Cys-Loop Garcia-Hernandez Luz Maria

A B

GABA ACh S-HT Ambos -H

ACh
GABA
GABA GABA
Corriente I nA Corrlente
faltante S5s faltante 1 HA

C bl ACh D I 5-HT
[ JGABA ] GABA
. JAmbos ] Ambos
_4 | Antes Después 4
P<OTOO 1 2 Después
< R ey 8 P<0.001
e N’ .
SN TN ¢ :
8 _2 B JE R N e R = _2
5 L 2
E SR §
O | S
0 o 0

39



Interacciones entre Receptores Cys-Loop Garcia-Hernandez Luz Maria

(Fig. 9A y 9C). Con el fin de descartar la posibilidad de que la oclusion de
corriente fuera debida a la resistencia de acceso de la célula completa, 85 a
95% de esta fue compensada (4.56+0.83 MQ) en 10 de las 26 células
previamente descritas. En estos experimentos, lgsperada (-4.06+£1.04 nA) fue
aun significativamente mayor que lgasa+acn (-3.83+1.03 nA; P<0.01).

Por otro lado, nuestras observaciones indican que la activacién de los
receptores GABAA y 5-HT3 no es independiente; encontramos que la suma
matematica de las corrientes individuales (Is.ut + lgaa = lesperada; -3.05+0.25
nA) produjo una corriente significativamente (P<0.001; n=33) mayor que
lcaga+s-HT (-2.51£0.24 nA). La cual también reveld una oclusion entre lsyr y
leasa (Fig. 9B, 9D). Nuevamente, para descartar la posibilidad de que la
oclusion de corriente fuera debida a la resistencia de acceso de la célula
completa, 60 a 95% (7.88+0.46 MQ) de esta corriente fue compensada en
nueve de las treinta y tres neuronas previamente descritas. En estos
experimentos, lgsperada (-4.21+£0.64 nA) fue significativamente mayor que

loasars.HT (-3.27£0.48 nA; P<0.01).

c. Cinética de las corrientes inducidas por la aplicacion simultanea de
los dos agonistas

En la figura 10A se muestra el promedio del onset de lgasa, lach, lcasa+ach, Y
lesperada d€ seis neuronas analizadas y se demuestra la presencia de una
corriente de oclusién desde el inicio de su activacién. La oclusién fue
significativa a los 15 ms (P<0.05) después del inicio de la corriente. A este
tiempo, el promedio de lgsperada fue -62.7+£16.03 pA y para lgasa+ach -16+4.4

pA. En otras palabras, la oclusién de corriente ocurre tan pronto como se
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presenta la activacion de los receptores, encontramos resultados similares al
analizar las corrientes de GABA y 5-HT (Fig. 10B). Aqui, mostramos que esta
oclusion fue significativamente diferente (P<0.01; n=9) después del inicio de
estas corrientes. A este tiempo (15 ms), el promedio de lgsperada fue de -
100+16 pA 'Y lgasa+s-HT -60£15 pA.

La figura 11A muestra el promedio de lgasa, lach, lcasatach de seis
neuronas expuestas a una larga aplicacién (90 s) de los neurotransmisores.
Un analisis visual de estos registros revela que lgasa+ach desensibiliza mas
rapidamente que lgasa pero mas lentamente que lach. Para cuantificar esto,
se realiz6 un ajuste exponencial usando los datos de la fase de
desensibilizacién (inactivacion). La inactivacion de lgasatach fue mejor
ajustada a la suma de dos funciones exponenciales, asi como lgasa Y lach.
Los valores de 1 para la primera exponencial (11) de lgasa+ach Y 12 T1 de lach
fueron significativamente diferentes (P<0.05) (Fig. 11B). Mientras que en la
figura 11C se muestra el promedio de lgaga, Is-HT, lcaBA+5-HT ¥ lEsperada d€ Siete
neuronas expuestas a una larga aplicaciéon (90 s) del neurotransmisor.
Encontramos que lgaga+s-HT desensibiliza mas rapido que lgasa pero mas
lento que Is.y1. Al hacer el ajuste exponencial observamos que, la inactivacion
de lgasa+s.HT fue mejor ajustada a la suma de tres funciones exponenciales,
como Is.y1 los valores de t de la tercera exponencial (t3) fueron mayores que
el periodo de registros analizados y fueron rechazados para posteriores
analisis. Los valores de t para la primera (t1) y segunda (t2) exponencial
para lgasa+s-nT fueron significativamente diferentes (P<0.05) que el valor

correspondiente de T de lgaga 0 de syt (Fig. 11D).
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Figura 10. La oclusion de las corrientes ocurre tan rapidamente como la
activacion de los receptores. A: onset de las corrientes inducidas por
GABA (lgasa), ACh (lacn), GABA+ACh (lgasa+ach), Y 18 lesperada (lcasatlach).
Todos los registros mostrados son promedios de corrientes de un total de
seis neuronas mientéricas. B: onset de las corrientes inducidas por GABA
(Icaa), 5-HT (ls.ut), GABA+5-HT (lcaa+s-HT), ¥ |@ lEsperada (lcaatlas.HT). Todos
los registros mostrados son promedios de corrientes de un total de nueve
neuronas mientéricas. Nétese que la corriente inducida por ambos agonistas
es significativa (P<0.05) menor que la lgsperada, tanto en A como en B. tan
pronto como las corrientes son detectadas. Solamente la porcion inicial de las
corrientes (~1 s) es mostrada y estas fueron registradas a un potencial de

membrana de -60 mV.
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Figura 11. La cinética de inactivacion de las corrientes inducidas por
ambos agonistas es diferente de la cinética de las corrientes
individuales. A: registros representativos de lgasa, lach ¥ lcasatach de la
misma neurona mientérica. La desensibilizacién de las tres corrientes se
ajusté mejor a la suma de dos funciones exponenciales (lineas grises
sobrepuestas a cada registro). B: Las barras y la linea en la parte superior
de estas representan el promedio y el S.E.M. de los valores t de las dos
funciones exponenciales. El valor de t1 de la exponencial de lacn fue
significativamente menor que el valor correspondiente de t de Igasa+ach. LOS
valores t de las dos exponenciales de lgasa No fueron diferentes (NS, no
significativo) de los valores t de las exponenciales correspondientes de
leasa+ach. El ajuste a las funciones exponenciales fue realizado usando los
datos entre el pico y el estado cuasi estacionario de las corrientes. C:
Registros promedio de lgasa, Is-HT Y lcasa+s-HT provenientes de siete neuronas.
La desensibilizacion de ls.ut ¥ lgaga+s-HT S€ ajustd mejor a la suma de tres
funciones exponenciales (lineas grises), mientras que Igasa fue mejor
ajustada a la suma de dos funciones exponenciales. El valor de t de la
tercera exponencial (t3) fue mayor que el periodo de registro analizado y no
fue analizado. Noétese que lgagas+s-HT S€ inactiva mas rapido que lgasa pero
mas lento que Isyr. D: Las barras y la linea en la parte superior de estas
representan el promedio y el S.E.M. de los valores t de las dos primeras
funciones exponenciales. Los promedios de t1 y t2 de Igasa fueron mayores
que t1 y t2 de lgaga+s-HT, respectivamente. Los promedios de t1 y 12 de syt
fueron menores que los de t1 y t2 de lgasa+s-HT, respectivamente. Los
agonistas fueron aplicados por aproximadamente 90 segundos y el potencial
de membrana fue de -60mV. Las comparaciones estadisticas en B y D fueron
realizadas con las pruebas de ANOVA y Dunnett. *=P<0.05; **=P<0.01.
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Después de retirar los agonistas de la solucion externa (lavado), la
caida de Igasa+ach parece ser diferente de Iach (Fig. 12A y 12B). La caida de
lcasa+ach fue bien ajustada a una funciéon exponencial (n=7). El promedio del
valor de t de esta exponencial fue virtualmente el mismo para la t de la caida
de lgasa pero diferente del T de la caida de Iach (Fig. 12B). Por lo que estas
observaciones indican que lgasa+ach €sta mediado por la apertura de ambos
receptores nACh y GABAAx.

En cuanto a la caida de lgasa+s.HT parece ser diferente de Igasa 0 de la
Is-vt (Fig. 12C y 12D). Es mas, la caida de lgaga+s-HT fue mejor ajustada a la
suma de dos funciones exponenciales (n=10). Probamos la hipotesis de que
estas dos funciones exponenciales de lgasa+sHt son las funciones
exponenciales de la caida de Igasa Y de Is.y7. Entonces el valor promedio de t
de la primera exponencial (t1) fue la misma para t1 de la caida de lgaga Y €l
valor promedio de t de la segunda exponencial (t2) de lgaga+s-HT NO €S
diferente de t1 de la caida de Igasa+s.+T (Fig. 12D). Estas observaciones son
consistentes con la hipétesis de que lgasa+s-HT €5 mediada por la activacion
de ambos receptores GABAA y 5-HT3;. Para investigar mas alla de esta
hipétesis probamos ambos receptores GABAA y nACh, asi como, GABAA y 5-

HT3 son desensibilizados por la aplicaciéon simultanea de los dos agonistas.

d. La aplicacion simultanea de los agonistas desensibiliza los
receptores GABA, y los 5-HT;; los GABAAY los nACh
Encontramos que la aplicacion de GABA+5-HT, disminuyd ambas lgaga VY Is-

HT €n menos del 20% de su amplitud control (Fig. 8). Esto no resulta de una
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desensibilizacion cruzada, ya que la desensibilizacién del receptor 5-HT3 no
afecta lgasa Y similarmente, |s.yt no fue afectada por la desensibilizacion del
receptor GABAa solo (Fig. 13Ac, Ad). Estas y las observaciones de la cinética
(Fig. 10-12) indican que lgaga+s.HT €S llevada a través de ambos receptores
canal y que esta oclusion de corriente es mediada por la inhibicion parcial de
ambos receptores.

En los siguientes experimentos, medimos la amplitud de lgasa ¥ de lach
antes (5 min) e inmediatamente después (~5 s) de una aplicacion larga de
ACh+GABA. La aplicacién del agonista se mantuvo hasta que el pico de la
corriente disminuy6 en un 80% de su amplitud inicial (aproximadamente a los
90 s). Algunos registros tipicos y el promedio de los datos son mostrados en
la figura 13Ba-d. Observamos que la aplicacion de ACh+GABA disminuyo
ambas lach (Fig. 13Ba) y lgasa (Fig. 13Bb) en menos del 20% de su amplitud
control (Fig. 13Be). Tal inhibicibn no fue debida a una desensibilizacion
cruzada porque el receptor nACh no afecta la Igasa (Fig. 13Bc) y el receptor
GABAA no afecta la Iach (Fig. 13Ad). Estas observaciones, junto con el hecho
de que la cinética de lgasa+ach €s diferente de la cinética individual de Igasa O
de lach (Fig. 10-12) indican que lcapa+ach €s llevada a través de ambos
receptores GABAA y nACh. Esto, al igual que para GABA y 5-HT, también
indican que la oclusién de corriente es mediada parcialmente por ambos

receptores.
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Figura 12. Analisis de la cinética de la caida de las corrientes inducidas
por GABA (lcasa), ACh (lacn) Yy 5-HT ( Is.u1). A: Corrientes representativas
inducidas por GABA (lgasa), ACh (lacn) Y ambos agonistas (lgasa*lach),
registradas de la misma neurona mientérica. La caida de lgaga, lach ¥
lcasa+ach fue mejor ajustada por una sola funcién exponencial (linea gris
sobrepuesta a los registros originales). B: las barras y la linea sobre la parte
superior de estas representan el promedio y el S.E.M. de los valores t de las
exponenciales de siete neuronas. El t1 de lgaga no fue significativamente
diferente (NS) del t1 de lgasa+ach. El t1 de lIacnh fue significativamente
diferente del t1 de lIgasa+ach. C: Corrientes representativas inducidas por
GABA (lgasa), 5-HT (ls.ut) Yy ambos agonistas (lgasatlsHt) de la misma
neurona mientérica. La caida de lgagatls.nt fue mejor ajustada a la suma de
dos funciones exponenciales, mientras que para lgasa Y Isvr fue mejor
ajustada a una sola funcion exponencial. D: las barras y la linea en la parte
superior de estas representan el promedio y el S.E.M. del T de diez neuronas
mientéricas. La t1 de lgasa N0 fue significativamente diferente (NS) del t1 de
leagatlsqr. ©1 de Isyr no fue diferente de t2 de lgasatlsnt. El ajuste
exponencial fue realizado usando los datos de un par de cientos de
milisegundos después de remover los agonistas hasta el componente del
estado estacionario. En estos experimentos el potencial de membrana fue -60
mV.
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Figura 13. La aplicacion simultanea de dos agonistas induce corrientes
mediadas por los dos receptores ionotropicos esperados. A: La
aplicaciéon de GABA+5-HT desensibiliza los receptores 5-HT3 y los GABAA, o
cual no se debe a la desensibilizacién cruzada entre estos receptores. B:
Igualmente, la aplicacién de GABA+ACh desensibiliza los receptores nACh y
los GABA,, lo cual tampoco se debe a una desensibilizacién cruzada entre
estos receptores. En cada uno de los paneles se muestra un registro control
de una corriente individual inducida 5 min antes de los registros de la
derecha. En los paneles a y b se observa que la aplicacion simultanea de
ambos agonistas desensibiliza los receptores involucrados. En los paneles ¢
y d se muestra que la desensibilizacion de un solo receptor no afecta al otro.
En los paneles e se muestran los promedios (barras) y el S.E.M. (lineas) del
porcentaje de inhibicion de las corrientes individuales después de la
estimulacion con diferentes agonistas. Cada maniobra experimental se repitié

en 7 a 13 neuronas.
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e. Mecanismos pre-receptor y artefactos técnicos como el origen de la
oclusién de corriente

En los siguientes experimentos se descarté que la oclusién de corriente fuera
debida a un mecanismo pre-receptor. En siete células analizadas con muy
baja respuesta o sin respuesta inicial a ACh (-25.4+16.5pA; Fig. 14Aa),
lcaBa+ach (-2444.7+325.7 pA) tuvo la misma amplitud y cinética similar que
lcaa solo (2709.1+£558.4 pA). Similarmente, en otras seis células, en las
cuales lgasa NO tuvo respuesta inicial a GABA (0.0 pA; Fig 14Ac), lcasa+ach (-
2554.8+648.2 pA) tuvo la misma amplitud y cinética similar que lach sola (-
2586.7+605.5 pA). Adicionalmente, en otras siete células, en las cuales lach
(-21.29+13.8 pA) fue previamente bloqueada con hexametonio 1 mM (Fig.
14ADb), lgasarach (-1318.7+458.3 pA) tuvo la misma amplitud que lgasa
(1299.3+450.4 pA). Sin embargo, nosotros no encontramos antagonistas
especificos para el GABA, ya que la picrotoxina (1mM; n=5) y la bicuculina
(30 uM; n=3) afectaron la corriente inducida por la ACh entre 61 y 84%,
respectivamente (Demuro y col. 2001; Erkkila y col. 2004).

Por otro lado, se ha mostrado que las moléculas de 5-HT pueden
inhibir directamente los receptores nACh en neuronas entéricas (Barajas-
Lopez y col. 2001). Aqui investigamos la posibilidad de que la oclusion de
corriente es mediada por los efectos inhibidores de la 5-HT o del GABA sobre
los receptores GABAA y 5-HTs, respectivamente. En ocho células sin
respuesta o respuesta marginal a GABA, lgasa+s-nt tuvo amplitud similar (-

1.20+0.38 nA) y cinética a Isut (-1.10£0.16 nA; Fig. 14Ba). En otras seis
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células en las cuales Igaga fue completamente bloqueada con bicuculina (30
uM), lgagas+s-vt tuvo amplitud similar (-1.72£0.25 nA) y cinética a Ils.ut (-
1.7210.24 nA,; Fig. 14Bb). En siete células sin respuesta o respuesta marginal
a 5-HT, lgasa+s-HT tuvo una amplitud similar (-2.541£0.73 nA) y cinética a lgaga
(-2.21£0.67 nA; Fig. 14Bc). Observaciones similares fueron obtenidas cuando
Is.47 fue inhibida por ondansetron 3 uM (Fig. 14Bd).

Varias observaciones descartaron la posibilidad de que la oclusion de
corriente fuera debida a un artefacto técnico de nuestro sistema de registro.
Sin embargo, nuestro amplificador es capaz de registrar corrientes idnicas
grandes y rapidas en las mismas neuronas y bajo exactamente las mismas
condiciones de registro. De esta forma, fuimos capaces de registrar
corrientes entrantes de Ca** y Na* activadas por voltaje tan grandes como -
9000 pA y que, en varios casos, fueron mayores que la lgsperada @ -60mMV (pA).
Es también importante sefialar que el onset de las corrientes de Ca®** y Na*
activadas por voltaje es mas rapida (unos pocos milisegundos) que la de

lcaBa , lacn Y Is.HT (cientos de milisegundos).

f. Papel de la fosforilacion de proteinas y el Ca** intracelular en la
oclusién de corriente

Es conocido que la ACh, la 5-HT y el GABA también activan receptores
metabotropicos (mACh, 5-HT1; GABAg) en neuronas entéricas (Cherubini
and North 1984, 1985; Krantis 2000). La activacién de estos receptores
podria conducir a la activacion de proteinas G, segundos mensajeros, la

activaciéon de proteinas cinasas, y fosforilacion de proteinas. Por lo tanto, una
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posibilidad es que al menos parte de la oclusién de corriente observada
pueda ser mediada por la activacion de receptores metabotrépicos.

La oclusion de corriente es aun observada después de inhibir la
fosforilacion de proteinas (Fig. 15) y aun cuando se baja la temperatura a
11°C o 10°C o por la adiciéon de inhibidores no especificos de proteinas
cinasas (estaurosporina 5 uM) en la solucién interna (Ruegg and Burgess
1989)

Los receptores nicotinicos al igual que los serotoninérgicos, son
permeables a Ca®', lo cual sugiere que la oclusion de corriente es por el
incremento en la concentracion de este ion. En contra de esta hipoétesis, sin
embargo, esta el hecho de que la oclusion de la corriente es aun observada
en la ausencia total de iones Ca*" en el medio intracelular y extracelular (Fig.
15A-B). Estos experimentos fueron realizados con una solucién estandar

interna que no contenia Ca*" y estaba suplementada con EGTA 50 uM.

d. La oclusiéon de corriente requiere la activacién de receptores con un
flujo iébnico neto a través de ellos

Para investigar el papel del flujo iénico neto a través de los receptores,
observamos los efectos de GABA sobre syt (n=6) y de 5-HT sobre lgaga
(n=5) al potencial de inversién de lgasa Y de Is.yt, respectivamente. A este
potencial, el movimiento idnico a través de un receptor se espera que sea a
su mas bajo nivel. El primer juego de experimentos fue realizado con una
baja concentracién de iones Na® por la sustitucion de NaCl 154 mM con
cloruro de N-metil-D-glucamina 154 mM, mientras que las concentraciones de

NaCl y CsCl fueron incrementadas a 7 mM cada uno en la solucién externa.
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Con esta solucién el potencial de inversion para syt fue de -45+2 mV y 5-HT
no modificé la lgasa (Fig. 16A y 16C). El segundo juego de experimentos fue
realizado con una baja concentracidon interna de iones cloruro y por la
substitucion de CsCIl 160 mM con gluconato de cesio 155 mas CsCl 5 mM en
la solucién de la pipeta. Con esta solucidn el potencial de inversion
experimental para lgasa fue de -63+1 mV y la amplitud y la cinética de Ils.yt
fue similar a las observadas con las soluciones estandares. En el potencial de
inversién para lgasa GABA no modificod la lgasa (Fig. 16A y 16C). En total,
estas observaciones junto con las descritas en el parrafo anterior indican que
la oclusidon de corriente es mediada por un mecanismo post-receptor. Estos
datos también descartan la posibilidad de que la oclusion sea mediada por
moléculas de 5-HT actuando sobre los receptores GABAa (efecto ya
demostrado para 5-HT sobre los receptores nACh (Barajas-Lopez y col.
2001). Ademas, los datos indican que la inhibicidon cruzada entre los
receptores GABAa y los 5-HT3 requiere de un flujo i6nico neto a través de

ellos y que este no es suficiente para activar dichos receptores.

h. La oclusién de corriente presente entre los receptores GABA, y los 5-
HT;es dependiente de la concentracion

Los receptores metabotrépicos son activados por concentraciones
nanomolares y concentraciones micromolares de GABA y 5-HT (Cherubini
and North 1984, 1985; Galligan y col. 1988; Wang y col. 1996; Gershon 1999;
Krantis 2000), por tanto, la oclusién de corriente podria estar presente a
concentraciones micromolares si estos receptores estan involucrados. Sin

embargo, observamos que las corrientes inducidas por una concentracién de
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5-HT 30 uM y GABA 30 uM, fueron aditivas (n=6; Fig. 17), indicando que la
oclusiéon de corriente no es mediada por la activacion de receptores
metabotropicos.

Los receptores 5-HTs pueden ser permeables a Ca*" y por lo
tanto, alcanzar la concentracién de este id6n podria ser el responsable de esta
oclusion de corriente. Sin embargo, opuesto a esta hipodtesis, la oclusion de
corriente fue auin observada cuando el Ca®* estuvo ausente en las soluciones

intracelular y extracelular (Fig. 15).
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Figura 14. Las interacciones inhibidoras entre los receptores GABAA y
nACh y entre los GABA, y los 5-HT3; requieren la presencia de
receptores funcionales. A, a: registro de una neurona en la cual ACh indujo
s6lo una pequena corriente inicial (lacn), indicando pocos receptores nACh
funcionales en esta célula, pero con una prominente respuesta para lgaga.
Nétese que ACh no modificd ni la cinética ni la amplitud de lgaga. b:
resultados similares fueron obtenidos cuando los receptores nACh fueron
bloqueados con hexametonio (1 mM). Los registros de a y b son de dos
neuronas diferentes, a un potencial de membrana de -60 mV. c: registros de
una neurona en la cual GABA indujo sélo una pequena corriente inicial
(Ieasa), indicando pocos receptores funcionales tipo GABAa, pero con
respuesta a Iacn. En estas condiciones, GABA no modificé ni la amplitud ni la
cinética de lach. Antagonistas de los receptores GABAa (bicuculina; 30 uM y
picrotoxina; 1 mM) también afectaron Iach (85 and 61%, respectivamente) por
lo cual no se pudo bloquear especificamente Igaga. B, a: Registros de una
neurona en el cual 5-HT induce una prominente corriente entrante (ls.u7) pero
GABA no indujo ninguna corriente (Igasa). Observese que cuando ambos
agonistas fueron aplicados simultaneamente, GABA no alteré ni la amplitud ni
la cinética de Isyr. Resultados similares fueron obtenidos cuando lgaga fue
bloqueada por bicuculina 30 uM (b). ¢: trazos de una neurona que muestra
una prominente Igasa NO respondié a la aplicacion de 5-HT. Observe que 5-
HT no modifico Igasa. d: Observaciones similares fueron obtenidas cuando Is.

1T fue inhibida por ondansetron 3 uM.
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Figura 15. Los iones calcio y actividad de la fosforilacion de proteinas
no son requeridos para la oclusidén de corriente. A: Amplitud promedio de
las corrientes entrantes inducidas por la aplicacion de GABA (lgasa), ACh
(lach) 0 GABA+ACh (lgasa+ach) €n tres grupos experimentales diferentes de
neuronas mientéricas. Cada par de barras representa datos de un grupo de
células. La primera barra de cada par es una barra combinada y muestra el
promedio de lach Y leasa antes de la aplicacion de GABA+ACh. Esta barra
combinada, entonces, representa el promedio de la corriente esperada
(Iesperada = leaBatlach). La segunda barra representa el promedio de Igaga+ach.
Las lineas arriba de las barras son el S.E.M. para lesperasa ¥ lcaBa+ach. Cinco
experimentos fueron realizados enfriando la solucién externa a 10°C. Los
experimentos libres de Ca** fueron realizados 0-Ca** mas EGTA 50 uM en el
medio extracelular con la solucion intracelular estandar (n=7). Los
experimentos con inhibidores de las proteinas cinasas (PK) fueron realizados
usando la solucién interna estandar mas estaurosporina (5 uM), n=5. B:
Muestra experimentos analogos a los de A, solo que en éste caso se
utilizaron GABA y 5-HT como agonistas. Todos los experimentos se

realizaron a un potencial de membrana de -60 mV.
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Figura 16. La oclusién de corriente requiere del un flujo iénico neto a
través de los receptores. A: La 5-HT no afecta la cinética ni la amplitud de
lcasa al potencial de inversion de lgaga. Similarmente (B), GABA no afecta la
Is.u7 al potencial de inversidn de Igasa. Estas dos series de registros son de
dos diferentes neuronas mientéricas y fueron realizados con una baja
concentracion de cloruro en la solucion de la pipeta (B) o con baja
concentracion de sodio en la solucion externa mas concentraciones
concentraciones iguales de Na* y Cs* en la soluciéon de la pipeta (A). (C)
valores promedio (barras) de lgaga, ls.HT Y leasa+s-HT de seis y cinco diferentes
experimentos (como se indica). Las lineas arriba de las barras representan el
S.E.M., el potencial de inversion (Erev) indicado para cada corriente fue

medido experimentalmente en cada neurona y los promedios son indicados.
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Figura 17. La oclusién de corriente no es observada a baja
concentracion de los agonistas. A: las corrientes inducidas por la
aplicacién de GABA (30 uM), 5-HT (30 uM) o por GABA+5-HT registras de
una misma neurona entérica. B: Las barras indican los promedios de las
corrientes de membrana y las lineas indican el S.E.M. de seis experimentos
similares. En estos experimentos lgaga+s-Ht NO fue significativamente

diferente (NS) de la suma de las corrientes individuales.

63



Interacciones entre Receptores Cys-Loop Garcia-Hernandez Luz Maria

Antes Después
GABA GABA GABA \__ [
S e e

\lnA

5s
. Antes Después
NS

< |
2 I 5-HT
=
2T .. [IGABA
[ R N e I [ A IR Ambos
~ -l |:lAgonistas

0 e S

64



Interacciones entre Receptores Cys-Loop Garcia-Hernandez Luz Maria

VIIl. Discusion

Este es uno de los primeros estudios que demuestran las interacciones entre
miembros de la familia Cys-Loop, lo cual podria sugerir la existencia de
interacciones inhibidoras entre la misma poblacién de LGIC (p.e. entre los
mismos receptores GABA,). Por otro lado, tenemos que esta es la primera
demostracién de que la activacion de los receptores GABAA y nACh y los
GABAA y 5-HT3 no es independiente y la corriente ionica llevada a través de
estos pares de receptores es ocluida cuando los canales son
simultaneamente activados.

Las corrientes de célula completa inducidas por ACh (1 mM) GABA
(0.3 mM) o 5HT (1 mM), a pesar de éstas relativamente altas
concentraciones, son mediadas por receptores farmacolégicamente distintos.
Esto esta demostrado por los efectos inhibidores especificos del hexametonio
(bloqueador de los receptores nicotinicos) sobre lach, ondasetron (un
antagonista del receptor 5-HT3; (Hoyer y col. 1994) sobre Is.yt, ¥ por el efecto
mas potente de la bicuculina (antagonista de GABA,; (Li y col. 2003) sobre
lcasa que sobre lach O Is.Hr.

Sin embargo, la activacién de estos receptores no es independiente
como se muestra por el hecho de que las corrientes entrantes llevadas a
través de los receptores GABAs y 5-HT3 o de GABAA y nACh no fueron
aditivas cuando estos pares de receptores son maximamente activadas. Se
desconoce si ACh, GABA o 5-HT pueden alcanzar estas concentraciones
relativamente altas durante la transmision sinaptica pero la concentracion de

glutamato parece ser suficiente para saturar los receptores NMDA en las
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sinapsis centrales (Clements y col. 1992). Las concentraciones aqui
utilizadas estan ligeramente debajo de concentraciones saturables.

La oclusién de corriente observada ocurre tan pronto como las
corrientes son activadas, y no requiere de Ca®* o de fosforilacién proteica. En
conjunto, estas observaciones sugieren que esta oclusién de corriente es
mediada por una inhibicion cruzada y por la interaccion directa entre los
receptores GABAa Yy NACh, y los GABAA y 5-HT3. Entre los receptores nACh
y P2X se reportaron interacciones similares a las observadas en este trabajo
(Barajas-Lopez y col. 1998; Zhou and Galligan 1998; Khakh y col. 2000),
entre los receptores 5-HT3; y P2X (Barajas-Lopez y col. 2002), y también
entre los receptores GABAA y P2X (Sokolova y col. 2001; Karanjia y col.
2006). Interacciones alostéricas entre receptores metabotropicos también han
sido reportadas, por ejemplo entre receptores dopaminérgicos (D2) vy
somatostatinérgicos (SSTR5) (Rocheville y col. 2000); y entre receptores
metabotropicos y LGIC, como entre los receptores a la dopamina (D5) y
GABAx (Liu y col. 2000). Hemos estudiado la interaccion funcional entre los
receptores 5-HT3 y los nAChRs, y encontramos que esta interaccion es
diferente, ya que la 5-HT bloquea las corrientes nicotinicas en las neuronas
entéricas (Barajas-Lopez y col. 2001).

Zhou y Galligan en 1998, reportan la falta de oclusion entre lgasa Y lach
en neuronas mientéricas del intestino delgado completo. Sin embargo,
nosotros encontramos que estas corrientes son oclusivas en neuronas
mientéricas de yeyuno e ileon. Una posible explicacion para estos hallazgos
contradictorios es que diferentes subtipos de receptores podrian estar

expresados en sus cultivos neuronales debido a que ellos registran neuronas

66



Interacciones entre Receptores Cys-Loop Garcia-Hernandez Luz Maria

hasta 2 semanas después de sembrar el cultivo de cobayo recién nacido,
mientras que nosotros usamos cobayo joven y cultivos neuronales hasta 80 h

después de sembrarlas.

a. La inhibicién cruzada entre los receptores Cys-Loop es mediada por
la interaccion directa entre estos receptores

Las neuronas entéricas también expresan receptores metabotropicos
activados por GABA, ACh y 5-HT (Cherubini and North 1984, 1985; Derkach
y col. 1989; Zhou and Galligan 2000), los cuales son conocidos por unirse a
segundos mensajeros y activar cascadas bioquimicas que involucran la
activacion de fosforilacion de proteinas. Varias de nuestras observaciones,
sin embargo, indican que la activacion de estos receptores no es requerida
para que la oclusion de corriente sea observada. Primero, la oclusion de
corriente ocurre tan pronto como los receptores GABAa, NACh y 5-HT3 son
activados, indicando que esta oclusion de corriente es tan rapida como la
activacién. Segundo, la bicuculina previene los efectos de GABA sobre los
receptores 5-HT3 y el ondansetron previene los efectos de 5-HT sobre los
receptores GABAa. Tercero, la inhibicién de la fosforilacion de proteinas (con
estaurosporina o bajando la temperatura experimental a 10-11°C) no evito la

oclusién de corriente observada.

b. Las corrientes inducidas por la aplicacion simultanea de ambos
agonistas son llevadas a través de ambos receptores Cys-Loop
Varias observaciones indican que lgaga+s-HT €S mediada por la apertura de

los receptores GABAa y 5-HT3. 1) lgasa+s.nt desensibiliza mas rapido que
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lcasa pero mas lentamente que Is.qt. 2) la caida de lgagass-HT S€ parece a la
caida de ambas lgaga ¥ de Is.yt. 3) cuando GABA y 5-HT son aplicados
simultdneamente ambos receptores GABAA y 5-HT3 son desensibilizados,
mientras que no se observo desensibilizacién cruzada cuando GABAA y 5-
HT; fueron desensibilizados individualmente. También encontramos que
cuando GABA y ACh son aplicados simultaneamente, ambos receptores
GABAA y nACh son desensibilizados, mientras que no se observd
desensibilizacion cruzada cuando los receptores GABAA y nACh se
desensibilizaron individualmente. Todos juntos, estas observaciones implican

que la inhibicién entre estos receptores Cys-Loop es reciproca.

c. Implicaciones funcionales para las interacciones entre estos
receptores
La informacion experimental hasta ahora descrita sugiere que las
interacciones inhibidoras entre los receptores activados por ligando podrian
usar un amplio mecanismo para limitar la corriente idnica a través de la
membrana celular. De esta manera tales interacciones funcionales como las
demostradas aqui han sido mostradas entre receptores P2X y receptores
nicotinicos en neuronas entéricas (Barajas-Lopez y col. 1998; Zhou and
Galligan 1998) y entre P2X y otros receptores activados por ligando (GABAA)
en neuronas entéricas (Karanijia y col. 2006), y en neuronas del ganglio de la
raiz dorsal (Sokolova y col. 2001).

El presente estudio, y el de Li et al. (Li y col. 2003) muestran que dos
miembros estructuralmente relacionados (Ortells and Lunt 1995) pueden

interaccionar indicando que los mismos tipos de canal (p.e. ACh) podrian
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también mantener interacciones inhibidoras entre ellos mismos. Esto
implicaria que este tipo de interacciones jugarian un papel esencial en la
integracidén sinaptica. Asi, las interacciones entre canales de la misma
poblacién podrian limitar las corrientes originadas durante la activacion
sinaptica. Esto es de particular importancia si consideramos que la
concentracion de ciertos neurotransmisores es suficientemente alta como
para saturar sus receptores postsinapticos (Clements y col. 1992) y que estos
se localizan en una alta densidad (Kandel 2000). Claro que ambas
caracteristicas mantienen una alta eficiencia sinaptica pero al mismo tiempo
originan un cierto riesgo de sobre estimulacién de la célula postsinaptica. Es
aqui donde las interacciones descritas podrian limitar la estimulacion al
mantener una inhibicidon cruzada entre canales vecinos. Lo cual aseguraria la
transmision sinaptica pero disminuiria el riesgo de sobre estimulacion. Si por
alguna razén uno de los receptores interactuantes dejase de funcionar esto
no afectaria la transmision sinaptica ya que el canal vecino funcionaria.

En conclusion, nuestros resultados indican que hay una interaccion
inhibidora rapida entre los receptores GABAA y nACh y entre los receptores
GABAa y 5-HTs3. Estas interacciones ocurren tan rapido como la activacion de
estos receptores. Ademas, esta interaccion inhibidora parece estar mediada
por el flujo idnico a través de ellos, apoyando la hipdtesis de que estos
receptores estan localizados muy cerca uno del otro en la membrana
neuronal y, quiza formando unidades funcionales constituidas por al menos
un receptor de cada tipo. El hecho que los receptores Cys-Loop estudiados
aqui estan estructuralmente relacionados sugiere que este tipo de

interacciones podrian también suceder entre receptores del mismo tipo, lo
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cual implicaria un importante papel en el sefialamiento neuronal para este
tipo de interacciones. En particular porque la mayor densidad de LGIC se

encuentra frente a los sitios que liberan el neurotransmisor (Kandel 2000).
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Anexo a

Protocolo para el Cultivo Primario de Neuronas Mientéricas

Se sacrifican por decapitacion cobayos jévenes de 150 a 200 g, ya sean
machos o hembras, y se extrae un segmento de aproximadamente 5 cm de
yeyuno proximal. Se mantiene en solucién de Krebs modificada con una
composicion en mM de: 126 NaCl, 1.2 NaH2PO4, 1.2 MgCly, 2.5 CaCly, 5 KClI,
25 NaHCOs, 11 glucosa; gasificada con 95% O,y 5% COa..

El tejido se fija por medio de pequefios alfileres de tungsteno a una caja de
Petri cubierta por un polimero; la preparacién es bafada por la solucion de
Krebs antes mencionada. El tejido se abre longitudinalmente, la capa mucosa
y submucosa se diseca, se remueve la mayoria del musculo circular,
quedando el plexo mientérico embebido en el musculo longitudinal.

La preparacion se disociada usando un tratamiento secuencial con dos
soluciones enzimaticas. Primero, el tejido se incuba a 37°C durante 10 min en
una solucion de papaina (0.01 mL/mL) con L-cisteina (0.4 mg/mL),
posteriormente se lava con medio L-15 y se prosigue con la segunda
incubacion (37°C; 10 min) usando una solucién de colagenasa (1 mg/mL) y
dispasa (4 mg/mL). Las enzimas se remueven lavando con medio L-15. El
tejido es disgregado utilizando una pipeta Pasteur y se prosigue a una tercera
incubacion (37°C; 10 min), nuevamente se disgrega el tejido pero esta vez
hasta observar soélo pequefos fragmentos. Esta suspension celular se
centrifuga a 600 rpm durante 5 minutos y se resuspende en el medio de
alimentacién. Las células se siembran en cubreobjetos redondos cubiertos
con colagena estéril de cola de rata (preparada en nuestro laboratorio)

contenidos en una caja de cultivo. Las células se mantienen a 37°C con una
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atmosfera de 95% de O, y 5% de CO,. No consideramos la densidad celular
ya que, nuestro cultivo también contiene musculo circular y longitudinal,
ademas de que necesitamos agrupamientos de células y no células unicas
para realizar nuestros registros. El medio de cultivo contenia 97.5% de medio
minimo esencial, 2.5% de suero de cobayo (casero), L-glutamina 2 mM,

penicilina 10 U/mL, estreptomicina 10 ug/mL y glucosa 15 mM.
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ABSTRACT We recorded whole-cell ion currents induced by y-aminobutyric acid

(Igaa) and serotonin (I5.gr) to investigate and characterize putative interactions
between GABA, and 5-HTj3 receptors in myenteric neurons from the guinea pig small
intestine. Igapa and I5.r were inhibited by bicuculline and ondansetron, respectively.
Currents induced by the simultaneous application of both, GABA and 5-HT (Igaga | 5.uT)
were significantly lower than the sum of Igapa and I5 g, indicating the existence of a
current occlusion. Such an occlusion was observed when GABA, and 5-HTj3 receptors
are virtually saturated. Kinetics, and pharmacological properties of Igapa,s.ur indi-
cate that they are mediated by activation of both, GABAA and 5-HT3 channels. GABA
did not alter I5.yr in neurons without GABAA channels, in the presence of bicuculline
(a GABA, receptor antagonist) or at the reversal potential for Igapa. Similarly, 5-HT
did not modify Igapa in neurons in which 5-HT3 channels were absent, after inhibiting
5-HT3 channels with ondansetron (a 5-HTj3; receptor antagonist) or at the reversal
potential for I5.yt. Current occlusion was observed as soon as GABA, and 5-HT; chan-
nels were being activated, in the absence of Ca®", at low temperature (11°C), and after
adding staurosporine (a protein kinase inhibitor) to the pipette solution. Our proposal
is that GABA, and 5-HTj3 channels are organized in clusters and within these, both
channels can cross-inhibit each other, likely by allosteric interactions between these

proteins. Synapse 61:732-740, 2007.

INTRODUCTION

The neurotransmitters serotonin (5-HT) and vy-ami-
nobutyric acid (GABA) activate GABA, (chloride),
and 5-HTj; (cationic) channels, respectively, and medi-
ate synaptic transmission (DeFeudis, 1990; Sugita
et al., 1992). Such receptors are part of the Cys-loop
ligand-gated ion channel superfamily. Each channel
of this superfamily is formed by five subunits (Cock-
croft et al., 1990; Ortells and Lunt, 1995). Twenty dif-
ferent GABA, subunits have been cloned whereas for
5-HT; subunits only three have been cloned (Reeves
and Lummis, 2002). Each subunit has four trans-
membrane domains and the carboxy and amino ter-
minals are extracellular. Experimental evidence indi-
cates that 5-HTj3 subunits form homomeric and het-
eromeric channels while the GABA, channels are
often heteropentamers.

Various studies carried out in peripheral neurons
have demonstrated that P2X native channels can es-

©2007 WILEY-LISS, INC.
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tablish an inhibitory interaction with members of the
Cys-loop ligand-gated channels superfamily. In partic-
ular, with nicotinic channels (nACh) (Barajas-Lopez
et al.,, 1998; Khakh et al., 2000; Nakazawa, 1994;
Zhou and Galligan, 1998), with 5-HT3 channels (Ba-
rajas-Lopez et al., 2002; Boue-Grabot et al., 2003), and
with GABA, channels (Karanjia et al., 2006; Sokolova
et al., 2001). This inhibitory interaction is very fast
and might be mediated by an allosteric interaction
between P2X and the mentioned Cys-loop ligand-
gated channels. In favor of this hypothesis, P2Xy, and
the o4B2 nACh channels appear to form complexes,
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Cross-Inhibitory Interactions Between GABA , and nACh
Channels in Myenteric Neurons
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Espinosa-Luna', and Carlos Barajas-Lépez'*
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Abstract y-Aminobutyric acid (GABA) and acetylcholine (ACh) play an important function as
neurotransmitters by directly activating GABA, and nACh receptors on the postsynaptic
membrane. These receptors are ligand-gated channels and belong to the Cys-loop
superfamily. Various members of this superfamily of receptors maintain cross-inhibitory
interactions with P2X receptors. In this study, we characterize the inhibitory interactions
between native GABA , and nACh receptors of myenteric neurons from the guinea-pig small
intestine. Whole-cell currents induced by the application of high concentrations of GABA
(Igaga)s ACh (Iney), and by GABA+ACh (Igagasach)- It was found that GABA and ACh open
two different channel populations, which, however, are not functionally independent because
currents carried through them are occluded when both channels are simultaneously activated,
revealing a current occlusion. This occlusion is observed as soon as channels are activated
and Igagasach are carried through both GABA, and nACh channels. Furthermore, several
experimental observations indicate that current occlusion does not required Ca** and other
second messengers. Altogether, these observations indicate that current occlusion is mediated
by cross-inhibition and a direct interaction between GABA, and nACh receptors.

GABA, and nicotinic (nACh) channels on

Introduction” the postsynaptic membrane, which are
y-Aminobutyric  acid (GABA) and permeable to chloride and cations,
acetylcholine (ACh) are known to play a respectively. As other members of the
role as neurotransmitters {DeFeudis, 1990 Cys-loop receptor superfamily, GABA,
#29}.  Acetylcholine is a  major and nACh channels are considered to be
neurotransmitter in the sympathetic, formed by five subunits, each subunit is
parasympathetic, and enteric ganglia characterized by four transmembrane
{Hirst, 1974 #53; Nishi, 1973 #13; domains {Cockcroft, 1990 #28; Corringer,
Nishimura, 1997 #55; North, 1985 #18; 2000 #16; McGehee, 1995 #14; Ortells,
Surprenant, 1984 #12; Tack, 1992 #54}, 1995 #45; Sargent, 1993 #15}.

meanwhile, GABA is the main inhibitory Previous studies have shown
neurotransmitter in mammalian central that activation of nACh and P2X channels
nervous system. GABA and ACh open, (activated by ATP) are not independent

and that they can cross-inhibit each other
when are simultaneously activated

* Corresponding to: Carlos Barajas-Lopez, Instituto {Barajas-Lopez, 1998 #7; Nakazawa,
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica 1994 #44; Zhou, 1998 #22}‘ This
(IPICYT), Camino a la Presa San José 2055, Col. e g ey e . .

Lomas 4a Secc., SLP, SLP, CP78216, México, Tel: inhibition occurs rapidly and might be
+52(444) 834-2000 ext 2033, Fax: +52(444) 834- mediated by allosteric interactions

2010, Email: cbarajas@ipicyt.edu.mx between nACh and P2X channels. Recent
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experimental evidence supports this
hypothesis, thus, P2X, and o,f, channels
appear to form complexes, with channels
lying ~80 A apart {Khakh, 2005 #56}.
Comparable interactions have been shown
between P2X and 5-HT; receptors of
enteric neurons {Barajas-Lopez, 2002 #4;
Boue-Grabot, 2003 #3}, and between P2X
and GABA, receptors of neurons from the
dorsal root ganglia {Sokolova, 2001 #26},
and enteric neurons {Karanjia, 2006 #1}.
Thus so far, only Li et al.,
{Li, 2003 #42} and our group {***add
reference of Morales-Miranda et al} have
reported the existence of similar
interactions between GABA, receptors
and two others members of the Cys-loop
superfamily. Li et al., {Li, 2003 #42}
described an asymmetric cross-inhibition
between glycine and GABA, channels,
which are both permeable to Cl in spinal
dorsal horn neurons. Miranda-Morales et
al., reported the existence of cross—
interactions between 5-HT; and GABA,.
These findings suggest that GABA,
receptors also cross-interact with nACh
receptors.  In the present study, we
investigated this putative interaction. Our
observations indicate that ACh and GABA
activate two different channel populations.
These channels, however, negatively
modulate each other when they are
simultaneously activated. This occurs as
soon as the channels are activated, and it
does not require Ca* and protein
phosphorylation. Altogether, these
findings imply that the cross-inhibition
between these channels is mediated by
direct interactions between these proteins.

Materials and Methods
Young guinea pigs (150-200 g), either
male or female, were killed by

decapitation and a segment of 5 cm of
proximal jejunum was removed, placed in
modified Krebs solution (in mM: NaCl
126, NaH,PO, 1.2, MgCl, 1.2, CaCl, 2.5,
KCl 5, NaHCO; 25, glucose 11; gassed
with 95% O, and 5% CO,) and opened
longitudinally. The mucosa and
submucosal layers of this intestinal
segment were dissected, before removing

87

most of the circular muscle layer leaving
behind the longitudinal layer with the
myenteric plexus embedded with it.

The myenteric preparation
was dissociated using a sequential
treatment with two enzymatic solutions, as
described in a different place {Barajas-
Lopez, 1996 #8}, the first contained
papain (0.01 mL/mL; activated with 0.4
mg/mL of L-cysteine) and the second
collagenase (1 mg/mL) and dispase
(4 mg/mL). The enzymes were removed
by washing with L15 medium and the
neurons were plated on rounded coverslips
coated with sterile rat-tail collagen.
Culture medium was minimum essential
medium 97.5%, containing 2.5% guinea
pig serum, L-glutamine 2 mM, penicillin
10 U/mL, streptomycin 10 ug/mL and
glucose 15 mM.

ACh and GABA are known to
modulate the membrane potassium
channels of enteric neurons via G-protein
linked receptors {Barajas-Lopez, 2000 #6;
Krantis, 2000 #24}. In order to decrease
the involvement of membrane currents
other than those mediated by activation of
ligand-gated channels, the experiments
were carried out in the presence of Cs* (a
potassium channel blocker). Furthermore,
currents were measured by the whole-cell
patch clamp configuration, which is also
known to preclude various effects
mediated by second messengers {Gillis,
1991 #39}. Membrane currents induced by
ACh and GABA were recorded from
myenteric neurons in short-term (2-
72 hours) primary cultures using an
Axopatch 200B amplifier. Patch pipettes
were made as previously described
{Barajas-Lopez, 1996 #8} and had
resistances between 1-3 MQ. Eighty to
ninety-five percent of the series resistance
was compensated in 10 neurons of the
experiments  reported  here.  Series
resistance compensation, however, did not
affect the lack of addition of I,¢, and Igapa
(see Results), so in most cases no
compensation was made for this factor.
Except when otherwise mentioned the
holding potential was -60 mV. The
standard solutions used, unless otherwise
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mentioned, had the following
compositions (in mM). Inside the pipette:
CsCl 160, EGTA 10, HEPES 5, NaCl 10,
ATPMg 3, and GTP 0.1; external solution:
NaCl 160, CaCl, 2, glucose 11, HEPES 5
and CsCl 3. The pH of all solutions was
adjusted to 7.3-7.4 with either CsOH
(pipette solutions) or NaOH (external
solutions). With these standard solutions,
the usual input resistance of the neurons
ranged from 1 to 10 GQ. Whole-cell
currents were recorded on a PC using
Axotape software (Axon Instruments) and
analyzed on a Macintosh computer using
Axograph software (Molecular Devices).
The recording chamber was continuously
superfused with external solution at
approximately 2 mL/min. Rapid changes
in the external solution were made by
using an eight-tubes device, with the tubes
connected to syringes containing the
control and experimental solutions. The
tube containing the control solution was
placed in front of the cell being recorded
and the external application of
experimental substances was achieved by
abruptly changing this tube for a tube
delivering the same solution plus the
drug(s). Experimental substances were
removed by returning back to the control
solution. External solutions were
delivered by gravity and the level of the
syringes was continuously adjusted to
minimize changes in the flow rate.
Experiments, unless otherwise stated, were
performed at room temperature (~23°C).

GABA, bicuculline and
picrotoxin were purchased from Research
Biomedical Inc. (Natick, MA, USA).
Staurosporine was supplied by Kamiya
(Thousand Oaks, CA, USA). All other
substances were purchased from Sigma
(St. Louis, MO., USA).

Results were expressed as
means = S.E.M. and the number of cells
used as n. The paired Student’s r-test was
used to evaluate differences between mean
values obtained from the same cells and
the unpaired Student’s t-test was used for
data obtained from different groups of
cells. Two-tailed P values of 0.05 or less
were considered statistically significant.
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RESULTS
Electrophysiological and
pharmacological properties of the

whole-cell currents induced by GABA
and ACh
Pharmacological and electrophysiological
properties of the membrane conductance
and whole-cell currents activated by
GABA (Igags) and ACh (I,q,) in enteric
neurons have been previously
characterized {Cherubini, 1984 #38;
Cherubini, 1985 #37; Zhou, 2000 #20}.
These whole-cell currents are mediated by
activation of channels permeable to
chloride (GABA,) and cations (nACh),
respectively.

Using the chloride internal
solution, individual applications of GABA
and ACh induced inward currents at a

holding  potential of -60 mV.
Concentration-response curves (not
shown) were obtained for these

transmitters and analyzed (curve of GABA
was previously reported {Barajas-Lopez,
2002 #4}). The ECs, values for GABA
and ACh were 104 and 324 uM, whereas
the Hill coefficient values were 1.3+0.1
and 1.6+0.18, respectively. The current
amplitude induced by maximal
concentrations of GABA (0.3 mM) and
ACh (1 mM) was variable in different
cells but a typical value was between 0.18-
7.4 nA (range from only few pA up to -7.4
nA). However, currents were included in
the analysis when their amplitude was at
least 100 pA. In these cells, the mean
peak-amplitude of Igusa and e, -
2.46+£0.54 (n=232 out of 333) and -
0.79£0.11 nA (n=235 out of 333),
respectively. A larger variability was
noticed in the amplitude of Igsg, than in
Isch- The amplitude of these currents was
independent of each other and, in fact,
some cells only generated I gs (62 out of
333) or I o, (65 out of 333 neurons),

indicating that these channels are
expressed independently in myenteric
neurons.

I,cn and Igapa oOnsets were

virtually the same. Thus the time required
to reach the half-maximal current was not
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significantly different in six analyzed
cells. This time had mean values of
28.68+9.68 and 34.02+16.18 ms for Igapa
and I,q,, respectively. These currents
usually reached their peak within the
following second. After reaching their
maximal amplitude the currents decreased
despite the continuous presence of the
transmitters (current inactivation),
indicating receptor tachyphylaxis.
Desensitization of GABA, receptors was
slower than the one observed for nACh
receptors. In six analyzed cells treated
with long-term (90 s) applications of
GABA, receptor desensitization was better
fitted by the sum of two exponential
functions (t values of these functions are
given below). In the same six neurons
treated with long-term (90 s) applications
of ACh, current desensitization was better
fitted by the sum of two exponential
functions (t values of these functions are
given below). Tl value of Iguga Wwas
significantly different (P<0.05) than <l
value of I . Meanwhile T2 value of
Igaga and T2 value of I, were not
different. After removing the agonists
from the external solution, currents
decreased until they disappeared. This
decay was well fitted by a single
exponential function with mean t values
of 0.83+0.09 and 0.48+0.06 s for Iz, and
Incn, respectively  (n=7). These values
were significantly different (P<0.005).

Currents induced by y-aminobutyric
acid and acetylcholine were not additive
The  experiments  described above
demonstrated that Igys, and I,q, have
different kinetics and that they are
mediated by activation of
pharmacologically distinct receptors. If
the two currents are mediated by
functionally independent ion channels then
the currents induced by concentrations of
GABA and ACh of 0.3 mM and 1 mM,
respectively (when receptor occupancy
would be expected to be 70% to 100%)
should be additive. To investigate if this
is the case, we measured the peak of I,
Igaga, and the current induced by the
simultaneous application of the same
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concentrations of both agonists (Igagaracn)
in the same neuron.

It was found mathematical
addition of individual currents yielded a
current (Incht Igapa=lespecteas -3.182£0.51
nA), which was significantly larger
(P<0.001; n=26) than Igapasacn; (-
2.88+0.48 nA), revealing an occlusion
between Igaga and I4¢, (Fig. 1A and 1B).
In order to rule out the possibility that
current occlusion was due to the whole-
cell access resistance, eighty-five to
ninety-five percent of this (usually 6 MQ)
was compensated in ten out of
the previously described 26 neurons. In
these experiments, Igpeceq (-4.06£1.04 nA)
was still significantly larger than Igaga,acn
(-3.83x£1.03 nA; P<0.01).

Current Kinetics of responses induced
by simultaneous application of both
agonists
Figure 2 shows the average onset of Igpa,
Lacns  Toaaracn, and  Iggpeeea from  six
analyzed neurons and demonstrates the
presence of current occlusion since the
beginning of their activation. This
occlusion was significant (P<0.05) 15 ms
after the beginning of these currents. At
this time, the average Igpecea Was -
62.7+16.03 pA and Igagasach -1624.4 pA.
In other words, current occlusion occurs
rapidly and concomitantly with channel
activation.

Figure 3A shows the average
Igagas Iachs Igaparacn from six neurons
exposed to long application (90 s) of the
neurotransmitters. Visual inspection of
these recordings revealed that Igaga.acn
desensitized faster than Iz, but slower
than I, ¢,. To quantify this, exponential fits
were performed using the data of the
desensitization phase (inactivation).
Desensitization of Igagasacn Was better
fitted by the sum of two exponential
functions, as well Igas, and I,¢,. T values
of the first (tl) exponential of Igagaiacn
and tl of I,¢, were significantly different
(P<0.05) (Fig 3B).

After washing out the agonists
from the external solution, Igaga.ach decay
appears to be different from that of either
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I,cn (Fig 4A and 4B). Indeed, the decay of
Igagasacn Wwas  well fitted by one
exponential function (n=7). Average T
value of this exponential (t) was virtually
the same to Tt of Igaga decay and the
average T value of the exponential (t) of
Igagasacn 18 different from t of 1., decay
(Fig 4B). These observations indicate that
Igagasacn 18 mediated by the opening of
both nACh and GABA , channels.

Pre-receptor mechanisms and technical
artefacts as the origin for the current
occlusion

The following experiments rule out that
current occlusion is due to prereceptor
mechanism. In seven analyzed cells with
very low response or no initial response to
ACh (-25.4x16.5pA; Fig. 5A), Igagasach (-
2444.7+325.7 pA) had the same amplitude
and similar kinetics as Igsga alone
(2709.1+£558.4 pA). Similarly, in another
six cells, in which Igszs With not initial
response to GABA (0.0 pA; Fig 50),
Igagaracn (-2554.8+648.2 pA) had the same
amplitude and similar kinetics as I,¢, alone
(-2586.7+605.5 pA). Similarly, in another
seven cells, in which I, (-21.29+13.8
pA) had been previously blocked with
hexametonium 1 mM (Fig. 5B), Igagasacn
(-1318.7+458.3 pA) had the same
amplitude as Igags (-1299.3+450.4 pA).
However, we did not find a specific
antagonist of GABA since picrotoxin
(ImM; n=5) and bicuculline (30 uM; n=3)
affected current induced by ACh between
61 and 84%, respectively {Demuro, 2001
#87; Erkkila, 2004 #86}.

Several observations rule out the
possibility that current occlusion was due
to a technical artefact of our recording
system. However, our amplifier is capable
of recording large and fast ionic currents
in the same neurons and under exactly the
same recording condition. Thus we were
able to record voltage-activated Ca** and
Na* inward currents as large as -9000 pA
and that, in various cases, were larger than
Lexpeciea at -60mV (pA). It is also important
to stress that the onset of voltage-
activated Ca®* and Na* currents is faster (a
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few milliseconds) than that of Igsg, and
Iscn (hundred of milliseconds).

Simultaneous application of both
agonists desensitized GABA, and nACh
receptors

In the following experiments, we
measured the amplitude of both I;sz, and
I,cn before (Smin) and immediately after
(~5s) a long application of ACh+GABA.
This long application lasted until the peak
current had decreased more than 80% of
its initial amplitude (usually within 90
seconds). Some typical recordings and the
average data from such experiments are
shown in Figs 6A-D. We observed that
application of ACh+GABA decreased
both I, (Fig 6A) and Igapa (Fig 6B) to
less than 20% of their control amplitude
(Fig 6E). Such an inhibition was not due
to cross-desensitization because nACh
receptor desensitization did not affect
Igaga (Fig 6C) and GABA, receptor
desensitization alone did not affect I,g,
(Fig 6D). These observations, coupled
with the fact that Igagaracn Kinetics is
different from the kinetics of Igaga OF Incy
alone (Fig 2-4), indicate that Igagaach 1S
carried through both GABA, and nACh
channels. This would also imply that
current occlusion is mediated by partial
inhibition of both channels.

Role of protein phosphorylation, and
intracellular Ca”* in current occlusion
ACh and GABA are also known to
activate metabotropic receptors (mACh
and GABAg) in enteric neurons
{Cherubini, 1984 #38; Cherubini, 1985
#37; Krantis, 2000 #24}. Activation of
these receptors would lead to activation of
G-proteins, changes in second messengers,
activation of protein kinases, and protein
phosphorylation. Therefore, one
possibility is that at least part of the
current occlusion observed here could be
mediated by activation of metabotropic
receptors.

Current occlusion was still
observed  after  inhibiting  protein
phosphorylation (Fig 7) by either lowering
the temperature to 10°C or adding a non-
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specific protein kinase inhibitor (5 yM

staurosporine) to the internal solution
{Ruegg, 1989 #31}.
Nicotinic receptors are

permeable to Ca*, which suggests that
current occlusion is mediated by a raise in
the intracellular concentration of this ion.
Against this hypothesis, however, the
current occlusion was still observed in
total absence of Ca®™ in the extracellular
and intracellular medium (Fig 7). These
experiments were carried out with the
standard intracellular and extracellular
solutions but the latter containing no Ca*
plus 50 uM EGTA.

Discussion

This is the first demonstration in guinea
pig in myenteric neurons that activation of
GABA, and nACh receptors is not
independent and ionic currents carried
through them are occluded when they are
simultaneously activated. This current
occlusion is observed as soon as currents
are activated, and does not require Ca** or
protein phosphorylation. Altogether, these
observations suggest that this current
occlusion is mediated by cross-inhibition
and by a direct interaction between
GABA, and nACh channels. Similar
interactions to the ones proposed here
have been shown between nACh and P2X

receptors  {Barajas-Lopez, 1998 #7;
Khakh, 2000 #41; Zhou, 1998 #22},
between GABA, and P2X receptors

({Sokolova, 2001 #26; Karanjia, 2006
#1}) and GABA, and 5-HT; (Miranda-
Morales, 2007**).  Interactions  of
metabotropic receptors have also being
reported between dopamine (D2) and
somatostatin (SSTR5) receptors
({Rocheville, 2000 #48}), and between
dopamine (D5) and GABA, channels
({Liu, 2000 #58}). This is one of the first
studies that demonstrate interactions
between two members of the Cys-loop
family, which would suggest the existence
of inhibitory interactions between the
same populations of ligand-gated channels
(e.g. GABA,).
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Zhou and Galligan (1998) have
reported the lack of occlusion between
Igaga and I pp in myenteric neurons from
the whole small intestine. We found these
currents to be occlusive in myenteric
neurons from jejum and ileum. One
explanation for such contradictory
findings is that different subtypes of
receptors might be expressed in their
neuronal cultures because they recorded
neurons up to 2 weeks after planting from
newborns guinea pigs, whereas we used
neuronal cultures up to 80 h after planting
from young animals.

These  interactions  between
receptor proteins play a major role in
neuronal signalling in many if not all
synapses. This hypothesis, however,
requires further experimental analysis and
it is clearly out of the scope of the present
study.

Cross-inhibition between GABA, and
nACh channels is mediated by a direct
interaction between these receptors
Enteric neurons also express metabotropic
GABA and ACh receptors ({Cherubini,
1984 #38; Cherubini, 1985 #37; Zhou,
2000 #20}), which are known to be linked
to, second messengers and protein
phosphorylation cascades ({Krantis, 2000
#24}). Several of our observations,
however, indicate that activation of these
receptors is not required for the current
occlusion observed here. First, current
occlusion occurs, as soon as GABA, and
nACh channels are activated, indicating
that this occlusion is as fast as the
activation of these ligand-gated channels.
Second, inhibition of protein
phosphorylation (with staurosporine or by
lowering experimental temperature to
10°C) did not prevent the occlusion
observed between Ig g, and I

Currents induced by simultaneous
application of both agonists are carried

through both GABA, and nACh
channels
At least three different observations

indicate that Igaga.acn 18 carried through
both  GABA, and nACh channels. 1)
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Igapasach desensitizes faster than I, but
slower than I,¢,. 2) The decay of Igagasach
resembles the decay of Igaga - 3) When
GABA and ACh are applied
simultaneously, both GABA, and nACh
receptors are desensitized, whereas no
cross-desensitization is observed when

GABA, and nACh receptors are
desensitized  individually.  Altogether,
these observations also imply that
inhibition between these channels is
reciprocal.

Functional implications for these

channel interactions
The present and previous experimental

information suggests that inhibitory
interactions between ligand-gated
channels might be a widely used

mechanism to limit the ionic currents
through the cellular membrane. Thus
functional interaction such as one
demonstrated here has been shown to exist
between P2X and nicotinic channels in
enteric neurons ({Barajas-Lopez, 1998 #7;
Zhou, 1998 #22}) and between P2X and
other ligand-gated channels (GABA,) in
enteric ({Karanjia, 2006 #1}), and dorsal
root ganglion neurons ({Sokolova, 2001
#26}). Finally, the present study and that
of Li et al. ({Li, 2003 #42}), and
Miranda-Morales et al, show that two
structurally related members ({Ortells,
1995 #45) can interact indicating that the
same type of channel (e.g. GABA,) might
also maintain cross-interactions between
themselves and implying that this type of
interactions might play an essential role in
synaptic integration.

In conclusion, our results
indicate that there is a very fast inhibitory
interaction between GABA, and nACh
channels. These interactions occur as fast
as the activation of GABA, and nACh,
supporting the hypothesis that these
receptors are located very closed to each
other in the neuronal membrane, perhaps
forming functional units constituted by at
least one channel of each type. Since these
channels are structurally similar, it might
be possible that these interactions are
present between the same channels of the

92

same type (e.g. nACh) implying an
important role in neuronal signalling.
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Figure 1. Whole-cell inward currents
induced by GABA (Igs34) and ACh
(Inch) are not additive, revealing a
current occlusion. A: shows recordings
from one neuron of a typical experiment
and B: the average (bars) values of
twenty-six experiments. Currents were
induced by application of either GABA
(0.3 mM) or ACh (1 mM) and by the
simultaneous application of both agonists
(Igapasach)- Igapa and I, were recorded
five min before and five min after
Igapasach- B: the first and third bars show
the mean values of I;aza and I,q,, the
addition of these currents represents
expected current  (Iggpecea= Igapatlacn)-
S.E.M. are shown as lines in the top of the
bars for Igecea and Igapasiach. The latter
current is significantly lower than Ip,ed.
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Figure 2. Onset of these currents

indicates that occlusion is fast and
bidirectional. A: Current occlusion is
observed as soon as activation of the
currents. All current tracings are mean
currents from a total of six analysed
myenteric neurons. The current induced
by simultaneous application of both
agonists (Igapasacn) 18 smaller than the
expected current (Ippecea= Igapatlacn) as
soon as currents are detected. Moreover,
this difference is significant (P<0.05).
Whole-cell currents were measured at a
holding potential of -60 mV. Only the
initial portion of the currents (~1 s) is
depicted. B: First bar shows Igagatlach
and the second bar show the addition of
these currents represents expected current
(Tgxpectea= IgapatIacn). S.E.M. are shown as
lines in the top of the bars for Ig,peqeq and
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Figure 3. Desensitization Kinetics of
IGagasacn cannot be explained by the
desensitization Kkinetics of Ig 5,4 or I,y
alone. A: representative recordings from a
myenteric neuron of Igaga, Iacn and
Igapasach. The desentization of Igaga, Iach
and Igapasach Was best fitted by the sum of
two exponential functions (thick gray
lines). B: bars in the lower graphs
represent the mean and S.E.M. of the <
values of these exponential functions. The
T, value of I, exponentials were
significantly (**, P<0.05) smaller than the
correspondent T values of Igagarach- The T
values of the two exponentials of Igaga
were not different (NS, not significant)
than the correspondent T values of
Igagasacn €Xponentials. Exponential fits
were performed using the data from
current peak to the “steady state”
component. In the experiments, the
agonist was applied for approximately 90
seconds, and the holding potential was -
60mV.
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Figure 4. Decay Kkinetics analysis of
these currents indicates that occlusion is
bidirectional. A: I za+lac, appear to be
mediated by the opening of both channels,
nACh and GABA,. Current induced by
GABA (Igaga), ACh (Inc,) and both
agonist (Igaga+lach), are representative
recordings from one myenteric neuron.
Decay of Igapa, Iacn and Igapacacn Were
best fitted by single exponential function
(thick grey line). Between brackets are the
Tt of these exponential functions in
seconds. C: bars in these graphs represent
the mean = S.E.M. values (n =7) of the ©
of these exponential functions. The T, of
Igasa Was not significantly (NS) different
from T, of Igaparach. The T, of I o, was
significantly different from t, of Igsgasach-
Exponential fits were performed using the
data from a couple hundred milliseconds
after removing the agonists to the "steady-
state" component. In these experiments
the holding potential was -60 mV.
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Figura 5. Inhibitory interactions
between GABA and ACh receptors
required the presence of functional
channels. A: recording from a neuron in
which ACh induced only a small initial
current (I,c,), indicating few functional
nACh receptors in this cell, but with a
prominent response to Igaga. Note that
ACh did not modify either the amplitude
or the kinetics of the Igags. B: similar
results were obtained when I,o, was
blocked with a nACh receptors antagonist
(1 mM of hexametonium). A and B were
measured from two different myenteric
neurons, at a holding potential of -60 mV.
C: recording from a neuron in which
GABA induced only a small initial
current (Igapa), indicating few functional
GABA, receptors in this cell, but with a
prominent response to I,c,. Note that
GABA did not modify either the
amplitude or the kinetics of the Iq,.
However, antagonists of GABA
(bicuculline; 30 uM and picrotoxin; 1
mM) also affected I,, between 85 and
61%, respectively).



Interacciones entre Receptores Cys-Loop

Garcia-Hernandez Luz Marf&

Interactions between GABA , and nA Ch channels
(en preparacion)

ACh ACh+GABA ACh

u F’_
AT
4 :
! |05 nA £ 120
20s =

GABA
c

B

ACh+GABA — GABA

| f“”
{

&

GABA ACh

(@]

i)
T
]’|
R

ure

0
GABA ACh
n=7 n=7
ACh GABA ACh
-

Figure 6. Simultaneous application of
GABA and ACh induced desensitisation
of both GABA, and nACh receptors,
which was not due to cross
desensitisation between these receptors.
Control I, (A and D) and Ig.z, (B and
C) was recorded five minutes before (left
recordings) and immediately after (~5 s),
the prolonged application of both agonists
(A and B), ACh (C) or GABA (D). E:
average amplitude of Igaga and Ixc,
recorded after the prolonged application of
ACh, GABA or GABA+ACh, as a
percentage of control response (n=10 or
n=7). Line on top of the bars represents
S.E.M. Recordings are from two neurons
taken at the holding potential of -60 mV.
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Figure 7. Calcium ions and protein
phosphorylation are not required for
current occlusion. Average amplitude of
inward currents induced by application of
GABA (Igaga), ACh (Is¢,) or GABA+ACh
(Igapasach) in three different experimental
groups of myenteric neurons. A pair of
bars represents data for each group. The
first bar of each pair is a combined bar and
shows the average I, and Igags before
application of GABA+ACh. This
combined bar, therefore, represents the
average expected current (Igypeciea = lgapa +
Ircn)- The second bar represents the mean
Igagasacn- Error lines on the top of the bars
are S.E.M. for Iggpected and Igapasacn Five
experiments were performed by cooling
down the external solution to 10°C. Ca*-
free experiments were carried out in O-
Ca® plus50 uM EGTA extracellular
media and with the standard intracellular
solution (n=7). The protein kinase (PK)
inhibitors experiments were carried out
using standard intracellular solution plus
Staurosporine (5 M), n=5. All these
experiments were carried out at a holding
potential of -60 mV.
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