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Mecanismos involucrados en la actividad aberrante de las interneuronas 

colinérgicas estriatales en un modelo animal de la enfermedad de Parkinson 

RESUMEN 

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo causado por la 

degeneración de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales. Por su desconocida 

etiología, las opciones terapéuticas apuntan a restaurar la estimulación de los receptores 

para dopamina en el estriado. La administración de L-DOPA es la terapia más utilizada dado 

que tiene importantes beneficios sintomáticos en etapas tempranas de la enfermedad. Sin 

embargo, con grados avanzados de neurodegeneración, comienzan a aparecer 

complicaciones motoras adicionales como discinesias inducidas por L-DOPA y fluctuaciones 

motoras. En este contexto, la identificación de nuevos blancos terapéuticos constituye un 

campo activo de investigación.  

Ademas de la dopamina, la acetilcolina es otro importante neuromodulador de la actividad 

estriatal, cuya disponibilidad se ve afectada por la degeneración dopaminérgica y el 

tratamiento con L-DOPA. De hecho, la administración de anticolinérgicos (antagonistas de 

receptores muscarínicos), era la opción terapéutica preferida antes del descubrimiento de la 

L-DOPA, aunque su utilidad clínica se ve limitada por su acción sobre receptores colinérgicos 

extraestriatales que resulta en efectos secundarios adversos. Así, las nuevas terapias 

antiparkinsonianas basadas en sitios colinérgicos deberían dirigirse específicamente al 

estriado. La principal fuente de acetilcolina estriatal son las interneuronas colinérgicas 

estriatales (ICE), que exhiben actividad tónica intrínseca. Trabajos previos del laboratorio 

reportaron que las ICE se encuentran hiperexcitables en un modelo de roedor de la EP y 

estudios recientes encontraron que controlar selectivamente su actividad tiene efectos 

antiparkinsonianos y antidiscinéticos. Sin embargo, los mecanismos que subyacen a la 

actividad aberrante de las ICE en etapas avanzadas de la EP luego de un tratamiento con L-

DOPA continúan desconocidos.  

En esta tesis se utilizaron herramientas de electrofisiología in vitro para caracterizar los 

cambios en excitabilidad y actividad espontánea intrínseca de las ICE en ratones con 

parkinsonismo experimental tratados con L-DOPA, con el objetivo último de identificar 

blancos moleculares para modular su actividad. Se encontró que las ICE muestran aumentos 

de excitabilidad y actividad espontánea con patrones oscilatorios de tipo salva-pausa luego 

del tratamiento crónico con L-DOPA que son causados por cambios en la señalización del 

receptor para dopamina D5 que persisten durante el período “off” L-DOPA (cuando los 

niveles de L-DOPA en plasma y de dopamina estriatal son bajos). Las oscilaciones son 

mediadas por un aumento de la corriente de potasio inward-rectifier (Kir) y una disminución 

de una corriente de leak, que resulta en la aparición de una zona de pendiente negativa en 

la curva corriente-voltaje (I-V) que desestabiliza el potencial de membrana y causa la 
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oscilación. Por otro lado, se describió el rol de los canales de potasio delayed-rectifier Kv7 en 

la excitabilidad y actividad tónica de las ICE, dado que estos canales son un blanco atractivo 

para controlar la actividad de las ICE por ser modulados con farmacología aprobada 

clínicamente.  

Los resultados de esta tesis permiten entender mejor los efectos de la señalización 

colinérgica estriatal en la EP luego del tratamiento crónico con L-DOPA y sugieren que 

terapias dirigidas a reestablecer su actividad normal podrían tener importantes beneficios 

terapéuticos. Así, los receptores D5, los canales Kir y canales de leak aparecen como 

potenciales blancos terapéuticos para el tratamiento de la EP, mientras que los canales Kv7 

surgen como blancos moleculares alternativos para controlar la actividad de las ICE.
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ABREVIACIONES 
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ICE: Interneuronas Colinérgicas Estriatales 
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L-DOPA: Levodopa 

LID: Discinesias Inducidas por L-DOPA 
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NST: Núcleo Subtalámico 

PA: Potencial de Acción 
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PKA: Proteína quinasa A 

PKC: Proteína quinasa C 
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1 INTRODUCCION 

1.1 Circuito de los ganglios de la base 

Los ganglios de la base son un grupo de núcleos subcorticales interconectados que procesan 

la información proveniente de la corteza cerebral y retroalimentan a la corteza a través de 

un circuito que involucra al tálamo. El circuito está formado por el estriado (el principal 

núcleo de entrada de información), estructuras intermedias como el globo pálido (GP, globo 

pálido externo en primates –GPe–) y el núcleo subtalámico (NST) y los núcleos de salida: el 

núcleo entopeduncular (EP, globo pálido interno en primates –GPi–) y la sustancia nigra pars 

reticulata (SNr). Los ganglios de la base están fuertemente regulados por densas 

proyecciones dopaminérgicas provenientes de la sustancia nigra pars compacta (SNc) que 

liberan dopamina en el estriado (Figura i1).  

 

Figura i1. Izquierda: Circuito de los ganglios de la base. iNEM y dNEM: Neuronas espinosas medianas de la vía 

indirecta y directa respectivamente. Las iNEM expresan el receptor para dopamina D2, mientras que las dNEM 

expresan el receptor D1; GPe: Globo Pálido externo; NST: Núcleo Subtalámico; GPi: Globo Pálido interno; SNr; 

Sustancia Nigra pars reticulata; SNc; Sustancia Nigra pars compacta. Derecha: Neuronas estriatales. Se 

esquematizan las neuronas de proyección (iNEM y dNEM) y algunas de las más estudiadas interneuronas 
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estriatales. Entre ellas las interneuronas GABAérgicas que expresan parvaalbúmina (PV), tirosina hidroxilasa 

(TH), somatostatina (SOM) o calretinina (CR) e interneuronas colinérgicas: ICE: Interneuronas Colinérgicas 

Estriatales. 

El estriado está formado por un 95% de neuronas de proyección GABAérgicas, conocidas 

como neuronas espinosas medianas (NEM). El 5% restante está compuesto por distintas 

subpoblaciones de interneuronas GABAérgicas (3 a 4%) y 1 a 2% de interneuronas 

colinérgicas (Figura i1). Si bien son reducidas en número, las interneuronas ejercen un 

importante control sobre la actividad local (Alcantara et al., 2001; Bolam et al., 1984; 

Gonzales y Smith, 2015; Kawaguchi et al., 1995; Mamaligas y Ford, 2016; Pisani et al., 2007; 

Tepper et al., 2018; Tepper y Bolam, 2004; Yan y Surmeier, 1996).  

El procesamiento de información en los ganglios de la base ocurre a través de dos vías: la vía 

directa y la vía indirecta (Albin et al., 1989). Estas vías tienen origen en dos subtipos de 

neuronas de proyección estriatales, que se caracterizan por sus diferentes proyecciones 

axonales y patrones de expresión génica (Gerfen et al., 1990). La vía directa se origina en las 

NEM estriatonigrales (dNEM), que proyectan de manera monosináptica a los núcleos de 

salida y expresan principalmente el receptor excitatorio para dopamina D1. Los núcleos de 

salida envían proyecciones GABAérgicas hacia el tálamo, que, a su vez, envía proyecciones 

glutamatérgicas a la corteza. El efecto neto de la activación de esta vía es la desinhibición de 

las neuronas excitatorias tálamocorticales. En el circuito motor clásico, la activación de esta 

vía promueve el movimiento. La vía indirecta se origina en las NEM estriatopalidales (iNEM), 

que expresan principalmente el receptor de dopamina D2 (inhibitorio) y proyectan por una 

vía multisináptica involucrando al GPe y al NST hacia los núcleos de salida. El efecto neto de 

la activación de esta vía es la inhibición de las neuronas tálamocorticales, y en el circuito 

motor esto supone la inhibición del movimiento. La visión clásica propone que la dopamina 

(DA) excita a las dNEM e inhibe a las iNEM a través de la activación de los receptores D1 y 

D2 respectivamente (Gerfen et al., 1990). En base a este modelo, la liberación de dopamina 

en el estriado promovería el movimiento.  

Si bien el conexionado esquematizado en la Figura i1 muestra la descripción clásica del 

circuito de los ganglios de la base, el panorama es bastante más complejo: por ejemplo, 

existen proyecciones directas de la corteza al NST (formando la vía hiperdirecta) (Nambu 

et al., 2002), proyecciones directas del GPe a los núcleos de salida (Bolam et al., 1993) y al 

estriado (Bevan et al., 1998; Mallet et al., 2016), proyecciones de las dNEM al GPe (Wei 

et al., 2013) y proyecciones de otras áreas subcorticales al estriado (Dautan et al., 2014), 

entre otras.  
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1.1.1 Funciones de los ganglios basales 

1.1.1.1    Circuito motor 

Como se mencionó, el modelo clásico del circuito de los ganglios basales propone que las 

dos vías de salida del estriado tienen efectos antagónicos entre sí: mientras que la 

activación de la vía directa promueve el movimiento, la activación de la via indirecta lo 

inhibe. Este modelo se basa principalmente en la polaridad del efecto de activar 

selectivamente cada vía sobre la actividad neta de las neuronas excitatorias 

talamocorticales, y en resultados de estudios de las alteraciones funcionales de estas vías en 

condiciones patológicas. Por ejemplo, la sintomatología motora como la hipocinesia o la 

hipercinesia responderían a desbalances en la actividad de ambas vías (DeLong, 1990). 

Además, la manipulación farmacológica u optogenética selectiva de alguna de estas vías en 

modelos animales revela efectos diametralmente opuestos sobre el movimiento (Hikida 

et al., 2010; Kravitz et al., 2010; Tecuapetla et al., 2014). Sin embargo, estudios más 

recientes encontraron activación concurrente de ambas vías en la iniciación del movimiento 

o la ejecución de acciones aprendidas, lo que sugiere que en realidad las vías de salida del 

estriado tendrían efectos complementarios y que la activación coordinada de ambas es 

necesaria para la correcta iniciación y ejecución de acciones (Cui et al., 2013; Tecuapetla 

et al., 2016). 

1.1.1.2    Aprendizaje instrumental 

El circuito de los ganglios de la base, y en particular el estriado, tiene un rol clave en el 

aprendizaje instrumental (Graybiel, 2008; Yin et al., 2005). El aprendizaje instrumental es un 

tipo de aprendizaje asociativo en el cual el sujeto asocia las respuestas conductuales, que 

tengan consecuencias beneficiosas, con un estímulo contingente y por consiguiente ajusta 

su conducta de manera que estas respuestas tendrán mayor probabilidad de ocurrencia 

cuando el estímulo vuelva a aparecer (fenómeno conocido clásicamente como Ley de Efecto 

de Thorndike).  

La recurrencia de acciones que obtuvieron consecuencias positivas está representada por 

patrones de actividad neuronal en regiones corticales, como en corteza motora primaria, y 

su reforzamieto depende de mecanismos de plasticidad que involucran a los circuitos 

córticoestriatales. De hecho, la desconexión córticoestriatal mediante la ablación selectiva 

de la subunidad NR1 del receptor glutamatérgico tipo NMDA (subunidad esencial para la 

función del receptor) en las NEM impide este tipo de aprendizaje (Koralek et al., 2012). 

Estos circuitos codifican las contingencias acción-consecuencia y proveen retroalimentación 

a la corteza necesaria para la recurrencia de las conductas apropiadas (Athalye et al., 2020; 

Yin et al., 2005, 2006, 2009).  

En este contexto, la dopamina liberada en el estriado cumple un rol fundamental. De hecho, 

el bloqueo de la transmisión dopaminérgica en etapas tempranas de un aprendizaje 
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instrumental en animales de laboratorio impide la adquisición de estas conductas. Además, 

la administración de bloqueantes dopaminérgicos una vez que fue adquirida la conducta, 

debilita la acción, aunque los animales logren obtener la recompensa (Spyraki et al., 1982; 

Wise y Schwartz, 1981). Así, la dopamina estaría involucrada tanto en la obtención 

inmediata de una recompensa como en el refuerzo de una memoria que asocia una acción 

con la recompensa obtenida (Wise, 2004).  

En registros electrofisiológicos en animales realizando tareas de tipo instrumental, se 

observó que las neuronas dopaminérgicas son activadas por la presencia de la recompensa, 

o por estímulos que la predicen (Pan et al., 2005; Schultz et al., 1997; Steinberg et al., 2013). 

Se ha propuesto que cambios fásicos en la actividad de estas neuronas codifican el “error en 

la predicción de la recompensa” (Reward Prediction Error, RPE) y que esta señal es 

importante para la adquisición de conductas dirigidas a metas. Así, un aumento de la 

actividad de las neuronas dopaminérgicas señaliza una recompensa mayor a la esperada, 

mientras que una disminución en su actividad respondería a una recompensa menor a la 

esperada (Schultz, 2002). Cabe señalar que no siempre el disparo de potenciales de acción 

en el soma de estas neuronas correlaciona con la liberación de dopamina en sus terminales 

estriatales (Mohebi et al., 2019), posiblemente porque la liberación de dopamina puede ser 

regulada localmente a partir de receptores presinápticos localizados en las terminaciones 

dopaminérgicas (Kosillo et al., 2016; Threlfell et al., 2012).  

 

La dopamina regula la plasticidad de las sinapsis córticoestriatales (Reynolds et al., 2001; 

Shen et al., 2008), mecanismo que sustentaría la adquisición de las conductas dirigidas a 

metas. El circuito cortico-basal está organizado topográficamente mediante un bucle 

reentrante (Alexander et al., 1986) de manera que la salida de los ganglios basales 

retroalimenta una determinada población de neuronas en la corteza. Así, cuando la 

dopamina refuerza sinapsis córticoestriatales de neuronas corticales que codifican acciones 

que resultaron inicialmente exitosas, la organización topográfica del estriado permitiría 

retroalimentar a dicha población de neuronas corticales (Athalye et al., 2020). De esta 

manera, la plasticidad córticoestriatal dependiente de dopamina es clave para la adquisición 

de estas conductas.  

1.2 Interneuronas colinérgicas estriatales 

Ademas de la dopamina, el microcircuito estriatal formado por las interneuronas estriatales 

también modula fuertemente la actividad de las NEM y en particular la plasticidad 

córticoestriatal. Dentro de esta población, las interneuronas colinérgicas estriatales (ICE) 

han sido más estudiadas por su conocido rol en patologías neurodegenerativas (Pisani et al., 

2007). Las ICE son las únicas neuronas no GABAérgicas del estriado y por su gran tamaño se 

describieron como interneuronas gigantes y sin espinas (Bolam et al., 1984). Representan 

sólo el 1-2% del total de neuronas estriatales, y presentan extensas arborizaciones que 

abarcan grandes áreas del estriado (Kawaguchi et al., 1995). 
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En relación a su fisiología, las ICE fueron identificadas originalmente como neuronas 

tónicamente activas (Tonically Active Neurons, TAN) ya que en registros en animales in vivo 

se observó que presentan actividad tónica espontanea de 3 a 10 Hz (Wilson et al., 1990). 

Posteriormente, mediante registros yuxtacelulares in vivo en ratas anestesiadas se encontró 

que las TAN corresponden a células colinérgicas dado que expresan Colina Acetil-

Transferasa (ChAT) (Doig et al., 2014), aunque posteriormente se identificaron otras 

interneuronas estriatales con actividad tónica (Holly et al., 2019; Sharott et al., 2012). La 

actividad tónica de las ICE también se conserva en registros ex vivo en rodajas de estriado, 

incluso en presencia de bloqueantes de la transmisión GABAérgica, glutamatérgica, 

dopaminérgica y colinérgica (Bennett y Wilson, 1999), lo que sugiere que existen 

mecanismos intrínsecos que la generan.  

En registros en rodajas de estriado de rata o ratón, las ICE presentan características 

electrofisiológicas distintivas. De hecho, antes del uso de técnicas genéticas que permitieron 

marcarlas, las ICE eran identificadas por sus propiedades electrofisiológicas, además de por 

su gran tamaño (Bennett y Wilson, 1999; Kawaguchi et al., 1995; Sanchez et al., 2011): en 

respuesta a un pulso sostenido de corriente despolarizante presentan adaptación de 

frecuencia de disparo a menudo seguida por una interrupción de los disparos. Este 

fenómeno se conoce como acomodación. Al finalizar el pulso despolarizante, las ICE 

presentan una pronunciada hiperpolarización post-pulso (slow after hyperpolarization, 

sAHP) que dura varios segundos. En respuesta a un pulso de corriente hiperpolarizante, las 

ICE exhiben una respuesta en “sag”: al comienzo del pulso, la membrana se hiperpolariza 

hasta determinado valor y luego se despolariza lentamente hasta estabilizarse. Esta 

respuesta depende de la activación de canales catiónicos lentos HCN (Hyperpolarization-

activated Cyclic Nucleotide–gated channels) que median la corriente “h” (Ih). Cuando 

termina el pulso hiperpolarizante, aparece una despolarización “rebote” frecuentemente 

acompañada por uno o varios potenciales de acción, que resulta de la deactivacion lenta de 

esta corriente (Figura i2).  

 

Figura i2. Características morfológicas y electrofisiológicas de las ICE. (A) Microfotografía de una ICE de rata 

adulta marcada con neurobiotina. Se observa la ausencia de espinas en la imagen aumentada. (B) Registro 

representativo de una ICE en respuesta a un pulso despolarizante de 230 pA y uno hiperpolarizante de -250 

pA, en configuración whole cell current clamp. El pulso despolarizante genera una adaptación de frecuencia de 

disparo seguida de acomodación (flecha roja), y al finalizar se observa la sAHP (flecha negra). El pulso 
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hiperpolarizante genera la aparición de la respuesta “sag” (cabeza de flecha negra), y al finalizar se ve un 

potencial de acción de rebote (cabeza de flecha roja). Adaptado de Sanchez y col., 2011. 

La actividad tónica espontánea de las ICE se presenta mayoritariamente con un patrón de 

disparos de potenciales de acción a intervalos regulares, aunque también pueden disparar 

en salvas de potenciales de acción, con amplias hiperpolarizaciones que dan lugar a un 

patrón en salva-pausa; o mediante disparos a frecuencias irregulares con salvas ocasionales 

y oscilaciones subumbrales (Bennett y Wilson, 1999; Sanchez et al., 2011) (Figura i3). El 

mecanismo subyacente a la generación de esta actividad tónica depende principalmente de 

la corriente despolarizante Ih que lleva a la membrana periódicamente hasta el umbral de 

disparo (Deng et al., 2007). Durante el potencial de acción, corrientes de calcio (Ca2+) a 

través de canales Cav2.1 activan canales de potasio (K+) dependientes de Ca2+ (Kca) tipo BK 

(big-conductance), que repolarizan la membrana y producen una fAHP (fast after 

hyperpolarization). Por otro lado, la entrada de Ca2+ mediada por canales Cav2.2 durante el 

potencial de acción activa corrientes de K+ de tipo SK (small conductance), resultando en 

una mAHP (medium after hyperpolarization) que hiperpolariza la membrana lo suficiente 

para reclutar a la corriente Ih, que a su vez despolariza la membrana y junto con la activación 

de la corriente persistente de sodio (Na+) lleva a la célula nuevamente al umbral de disparo 

(Bennett et al., 2000; Goldberg y Wilson, 2005). Este mecanismo explica el patrón de 

disparo regular de las ICE (Figura i3A). Por otro lado, las salvas de potenciales de acción 

reclutan corrientes de K+ adicionales y más lentas que las que median la fAHP y mAHP, 

resultando en una sAHP (slow after hyperpolarization). Esta sAHP interrumpe la salva y da 

lugar a una hiperpolarización prolongada que puede durar varios segundos (Wilson y 

Goldberg, 2006). Ademas, existen corrientes de K+ que tienen mayor influencia en rangos de 

voltaje subumbrales, como las corrientes de rectificación entrante (inward rectifier, Kir). 

Cuando la corriente Kir es suficientemente grande, puede amplificar las hiperpolarizaciones 

iniciadas por las corrientes lentas que median la sAHP, resultando en prominentes 

hiperpolarizaciones que alcanzan valores de potencial muy negativos y reclutan aún más la 

corriente Ih, ocasionando un patrón en salva-pausa (Wilson, 2005) (Figura i3B). Las 

corrientes que median la sAHP pueden ser reclutadas por despolarizaciones subumbrales o 

incluso por un único potencial de acción, lo cual da lugar a patrones de disparo irregular, 

con oscilaciones subumbrales y salvas ocasionales (Wilson, 2005) (Figura i3C). 

 

Figura i3. Corrientes involucradas en los patrones de disparo de las ICE. Registros de disparo espontáneo de 

ICE en rodajas de ratas. A: Se muestra un registro con un patrón de disparo regular y las corrientes que 
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intervienen: el potencial de acción recluta las corrientes BK y SK que producen la fAHP mAHP. La mAHP recluta 

a la corriente Ih que despolariza la membrana y vuelve a llevar a la célula al umbral de disparo. B: Una salva de 

potenciales de acción recluta corrientes adicionales que producen una sAHP que en ocasiones es amplificada 

por la corriente Kir generando un patrón en salva-pausa. C: Las oscilaciones pueden producirse de manera 

subumbral sin la generación de potenciales de acción, produciendo un patrón de disparo irregular con 

oscilaciones subumbrales y eventuales disparos. Adaptado de Sanchez y col., 2011. 

Las ICE expresan receptores para dopamina de tipo D2 y D5 (Alcantara et al., 2003; Rivera 

et al., 2002). Mientras que la activación de los receptores D2 disminuye la actividad tónica 

de las ICE (Maurice et al., 2004), la administración sistémica de agonistas y antagonistas D2 

reduce e incrementa respectivamente la liberación de acetilcolina en el estriado normal 

(DeBoer et al., 1996). Por otro lado, la activación de receptores D1/D5 aumenta la 

excitabilidad de las ICE (Aosaki et al., 1998) y la administración de agonistas de tipo D1/D5 

promueve la liberación de acetilcolina en el estriado (DeBoer y Abercrombie, 1996). Si bien 

se acepta en general que los receptores D2 ejercen mayor influencia que los D5 en la 

fisiología normal de las ICE, la señalización mediada por receptores D5 podría tener mayor 

influencia en algunas condiciones (Castello et al., 2020; Ding et al., 2011).  

1.2.1 Señalización colinérgica en el estriado 

Aunque estudios recientes encontraron aferencias colinérgicas funcionales provenientes del 

cerebro medio (Dautan et al., 2014, 2020) las ICE son la principal fuente de acetilcolina 

estriatal. El estriado es la estructura cerebral con mayor densidad de marcadores 

colinérgicos y la acetilcolina modula la actividad de las neuronas de proyección estriatales a 

partir de mecanismos directos e indirectos por medio de receptores colinérgicos pre- y post-

sinápticos. Aunque los efectos más estudiados son medidados por receptores muscarínicos 

(Abudukeyoumu et al., 2019; Moehle y Conn, 2019), la regulación colinérgica mediada por 

receptores nicotínicos adquirió importancia luego de que estudios recientes demostraran su 

rol principalmente en la modulación presináptica de la liberación de dopamina y glutamato 

en el estriado (Assous, 2021; Tanimura et al., 2019; Threlfell et al., 2012). 

1.2.1.1     Regulacion muscarínica 

Los receptores muscarínicos se clasifican en dos subfamilias: los receptores tipo M1 (M1 y 

M5) acoplados a proteína Gq/11, y los receptores tipo M2 (M2, M3 y M4) que activan la 

proteína Gi/o. Uno de los mecanismos de regulación muscarínica más conocido es el 

mediado por receptores de tipo M1. La activación de receptores M1 localizados tanto en las 

dNEM como en las iNEM, pero con mayor influencia sobre las iNEM (Shen et al., 2007) , 

reduce la corriente de K+ mediada por canales Kir2 (Figura i4), elevando la excitabilidad 

somatodendrítica de estas células (Shen et al., 2007). La activación de receptores M1 

también inhibe la corriente mediada por canales Kv7 (Shen et al., 2005), que son 

importantes reguladores del potencial de reposo y de la limitación de respuestas a entradas 

sinápticas excitatorias (Pérez-Ramírez et al., 2015). Ademas, la estimulación de receptores 

M1 en las NEM reduce corrientes de calcio tipo L (L-type), reduciendo la producción de 
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endocanabinoides (eCB) (Kreitzer y Malenka, 2005, 2007; Wang et al., 2006). La activacion 

de receptores para canabinoides produce depresión duradera (LTD) selectivamente en las 

iNEM, por lo que el efecto neto de la activación de receptores M1 es una reducción de la 

LTD de las sinapsis glutamatérgicas sobre las iNEM (Figura i4). 

Por su parte, los receptores M4 (perteneciente al grupo M2) también presentan elevada 

expresión en el estriado y están selectivamente localizados en las dNEM (Kreitzer y 

Malenka, 2007; Yan et al., 2001). A través de estos receptores, la acetilcolina atenúa la 

respuesta de las dNEM a la dopamina (Nair et al., 2019). Mientras que la dopamina activa a 

las dNEM mediante su acción sobre los receptores D1 induciendo la acumulación 

intracelular de adenosín monofosfato cíclico (cAMP), la acetilcolina bloquea el aumento de 

cAMP a través de su acción sobre receptores M4 (Figura i4) y se ha demostrado que 

mediante este mecanismo es posible revertir la hiperlocomoción causada por exceso de 

dopamina en modelos animales (Nair et al., 2019). Estos descubrimientos sugieren que la 

acetilcolina estriatal ejerce una inhibición tónica sobre la señalización por cAMP en las 

dNEM, y que las ICE deben pausar su actividad para permitir la transducción de la señal de 

dopamina en las dNEM. En estas condiciones, la activación de los receptores M4 en las 

dNEM tendría mayor relevancia fisiológica en presencia de dopamina en el circuito. 

Las ICE también presentan mecanismos autoinhibitorios mediados principalmente por 

receptores muscarinicos M4 (Ding et al., 2006) que modulan su actividad inhibiendo canales 

de calcio Cav2.2 necesarios para la excocitosis de acetilcolina, o a través de la regulación de 

canales de K+ (Calabresi et al., 1998; Yan y Surmeier, 1996).  

1.2.1.2     Regulacion nicotínica 

Los receptores nicotínicos pertenecen al grupo de receptores ionotrópicos y tienen 

localizaciones principalmente presinápticas en las terminales glutamatérgicas y 

dopaminérgicas, y postsinápticas en las interneuronas positivas para parvaalbúmina (PV), 

aunque están ausentes en las NEM (Zhou et al., 2002). Uno de los mecanismos de 

regulación nicotínica estriatal más estudiado es su rol en la liberación de dopamina. La 

activación de receptores nicotínicos localizados en las terminales dopaminérgicas es capaz 

de inducir la liberación de dopamina localmente (Figura i4) (Exley y Cragg, 2008; Threlfell 

et al., 2012; Wang et al., 2014). Esta liberación puede ser inducida por la activación de las 

ICE en respuesta a aferencias glutamatérgicas corticales o talámicas en registros 

electrofisiológicos en rodajas de estriado (Kosillo et al., 2016). Aunque el rol de esta forma 

de liberación de dopamina no ha sido esclarecido in vivo, un trabajo reciente encontró una 

disociación entre la dopamina liberada por el disparo de las neuronas dopaminérgicas y la 

liberada por mecanismos intraestriatales en animales que realizan una tarea recompensada 

(Mohebi et al., 2019). Mientras que la actividad de las neuronas dopaminérgicas señaliza el 

RPE y sería importante para el aprendizaje reforzando conductas futuras, la dopamina 

liberada por mecanismos intraestriatales tendría un rol en la motivación, favoreciendo 

conductas actuales (Mohebi et al., 2019; Mohebi y Berke, 2020). No obstante, resta 
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esclarecer si esta liberación depende de la activación de receptores nicotínicos 

presinápticos.  

Los receptores nicotínicos localizados en las terminales glutamatérgicas también controlan 

la liberación de glutamato estriatal (Tanimura et al., 2019), mientras que las aferencias 

estriatales serotoninérgicas provenientes del núcleo del rafe dorsal también presentan 

receptores nicotínicos que promueven la liberación de serotonina (5-HT) (Takahashi et al., 

1998) (Figura i4). 

 

Figura i4. Resumen de los mecanismos de regulación colinérgica estriatal. dNEM e iNEM: neuronas espinosas 

medianas de la via directa e indirecta respectivamente; SNc: aferencias dopaminérgicas de la Sustancia Nigra 

pars compacta; NRD: aferencias serotoninérgicas del Nucleo del Rafe Dorsal; Tál: aferencias talámicas; Cx: 

aferencias corticales; nACh: receptor colinérgico nicotínico; LTP: potenciación duradera; LTD: depresión 

duradera; eCB: endocanabinoides; CBR: receptor para canabinoides; M1 y M4: receptores muscarínicos; Kir2 y 

Kv7: canales de potasio; D1 y D2: receptores para dopamina; cAMP/PKA: vía de señalización por adenosina 

monofosfato cíclico/proteína quinasa A; 5-HT: serotonina; DA: dopamina; AMPA y NMDA: receptores 

ionotrópicos de glutamato; A2A: receptor para adenosina; Ca2+ (tipo L): canal de calcio tipo L.  

1.2.2 Respuesta de pausa de las ICE ante estímulos salientes 

Las TAN, consideradas como el equivalente registrado in vivo de las ICE, responden de 

manera coordinada con las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas ante recompensas y 

estímulos sensoriales contingentes con las mismas enviando una señal homogénea al 

estriado (Morris et al., 2004). Registros realizados en monos encontraron que las TAN 

responden ante la recompensa o ante el estímulo sensorial asociado con la recompensa con 
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una característica interrupción de su actividad conocida como “respuesta en pausa” de 

aproximadamente 200-300 ms (Figura i5) (Aosaki et al., 1994a; Apicella, 2002; Kimura et al., 

1984). De hecho, si la asociación entre el estímulo y la recompensa desaparece, la respuesta 

en pausa también lo hace (Aosaki et al., 1994a). A diferencia de las neuronas 

dopaminérgicas cuya respuesta refleja la discordancia entre la recompensa esperada y la 

recibida (RPE), la respuesta de las TAN permanece invariable en función de la predictibilidad 

de la recompensa (Morris et al., 2004). Actualmente se sabe que esta pausa ocurre como 

respuesta a estímulos ambientales salientes. 

 

 
Figura i5. Respuesta de una TAN a estímulos asociados a recompensas. Respuesta de una TAN registrada in 
vivo en estriado de monos ante presentaciones de un estímulo (cabeza de flecha) asociado a una recompensa 
(recompensado) o en una tarea en la que el estímulo no está asociado a la llegada de la recompensa (no 
recompensado). Los registros se realizaron en monos entrenados para asociar sonido con una recompensa 
(jugo) y otro sonido con la ausencia de recompensa. Cada punto representa el disparo de una misma TAN en el 
tiempo para diferentes ensayos y se muestran los histogramas periestímulo para cada caso (ensayos 
recompensados y no recompensados). Se observa como la TAN responde al estímulo asociado a la recompensa 
con una respuesta de excitación-pausa-excitación. Adaptado de Kimura y col., 1984. 

 
La respuesta de las TAN a recompensas y estímulos salientes consiste típicamente en tres 

fases: una excitación o salva inicial, una pausa de 200-300 ms y una excitación o “rebote” 

final (Aosaki et al., 1994b, 1994a; Morris et al., 2004), aunque estudios recientes 

encontraron respuestas heterogéneas dependiendo de su localización estriatal (Chuhma 

et al., 2014). Si bien el mecanismo fisiológico que media la pausa aún es sujeto de debate, se 

describen a continuación las hipótesis más influyentes que intentan explicarlo (Figura i6) 

(Tubert y Murer, 2020).  
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Las proyecciones excitatorias de los nucleos intralaminares del tálamo (Lapper y Bolam, 

1992) ejercen una fuerte modulación sobre las ICE (Ding et al., 2010). De hecho, la respuesta 

de las TAN a estímulos ambientales salientes coincide con la descarga de neuronas 

glutamatérgicas de los nucleos centro-medial y parafascicular (CM-Pf) del tálamo 

(Matsumoto et al., 2001). Si bien en paradigmas de aprendizaje operante las TAN responden 

de manera preferencial ante estímulos asociados a la recompensa y las neuronas de los 

núcleos CM-Pf responden al estímulo independientemente de que éste se asocie a la 

recompensa, la inactivación farmacológica de las neuronas talámicas bloquea la respuesta 

en pausa de las TAN (Matsumoto et al., 2001). Estudios posteriores realizados en rodajas de 

estriado encontraron que la estimulación de aferencias talámicas induce una respuesta de 

salva-pausa en las ICE (Ding et al., 2010). Este fenómeno puede resultar del reclutamiento 

de interneuronas GABAérgicas por un mecanismo di-sináptico (Figura i6A) (Suzuki et al., 

2001), aunque otros estudios demostraron que la respuesta en pausa se conserva en 

presencia de antagonistas GABAérgicos (Oswald et al., 2009). Otra interpretación involucra 

a los mecanismos intrínsecos de las TAN, tal que ante una excitación inducida por la 

descarga talámica, se reclutarían corrientes que median la sAHP (IsAHP) y éstas 

contribuirían a generar la pausa (Figura i6B) (Reynolds et al., 2004; Tubert et al., 2016; 

Wilson y Goldberg, 2006; Zhang et al., 2018). Finalmente, se ha demostrado que la 

dopamina ejerce un rol clave en la generación de la respuesta en pausa. Así, la pausa 

coincide temporalmente con la descarga de las neuronas dopaminérgicas (Morris et al., 

2004) y desaparece en modelos animales de la enfermedad de Parkinson, donde las 

neuronas dopaminérgicas degeneran (Aosaki et al., 1994b). Además, estudios en rodajas de 

estriado encontraron que la pausa desaparece en presencia de antagonistas de los 

receptores D2 para dopamina (Wieland et al., 2014) o en ratones con ablación selectiva de 

este receptor en células colinérgicas (Kharkwal et al., 2016). En este sentido, la activación 

fásica de aferencias dopaminérgicas mesencefálicas podría generar respuestas 

heterogéneas en las ICE de excitación-pausa-excitación a través de la co-liberación de 

dopamina y glutamato actuando con diferente temporalidad y cinética sobre receptores 

para glutamato y para dopamina localizados en las ICE (Figura i6C) (Chuhma et al., 2014; 

Straub et al., 2014; Wieland et al., 2014). Asimismo, la dopamina podría contribuir a la 

respuesta en pausa de las ICE modulando directamente las corrientes intrínsecas que la 

generan (Schulz y Reynolds, 2013; Tubert et al., 2016). En este sentido, la inervación 

dopaminérgica sería necesaria para la conservación de los mecanismos intrínsecos que 

contribuyen a la pausa dado que luego de la denervación dopaminérgica, la corriente que 

media la sAHP se ve reducida en las ICE (Sanchez et al., 2011; Tubert et al., 2016). Mediante 

estimulación optogénetica de las aferencias talámicas que generan respuestas subumbrales 

en las ICE, Tubert et al. (2016) demostraron que una corriente mediada por canales Kv1.3 

contribuye a la sAHP que sigue a la excitación talámica y propusieron que este mecanismo 

podría contribuir a la generación de la pausa que sigue a respuestas supraumbrales. Por 

otro lado, la dopamina modula la corriente Ih necesaria para recuperar el potencial de 
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membrana hiperpolarizado (Deng et al., 2007) y que es responsable de la excitación de 

“rebote” que sigue a una hiperpolarización sostenida (Figura i6D). 

 

 
Figura i6. Resumen de los posibles mecanismos fisiológicos que subyacen a la respuesta en pausa de las ICE. 
Adaptado de Tubert y Murer, 2020. DA: dopamina; ACh: acetilcolina; Glu: glutamato; SNc: Sustancia Nigra pars 
compacta.  

1.3 Enfermedad de Parkinson 

1.3.1 Generalidades 

La enfermedad de Parkinson (EP) es el trastorno neurodegenerativo más común luego de la 

enfermedad de Alzheimer. Es una enfermedad cosmopolita, cuya prevalencia en Argentina 

es similar a la observada en el resto del mundo, alrededor de 500 casos por cada 100000 
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habitantes mayores de 40 años de edad (World Health Organization, 2006). El mayor factor 

de riesgo es la edad, de hecho, la incidencia de la EP crece exponencialmente con la edad 

(Pringsheim et al., 2014; Twelves et al., 2003). Esta tendencia implica que la carga que 

impone al sistema de salud aumenta a medida que aumenta la expectativa de vida de la 

población, y como se anticipa una mejora relativa de la esperanza de vida mundial, en 

particular en países en vías de desarrollo, se espera que el numero de diagnósticos de EP 

crezca en más de un 50% para 2030 (Dorsey et al., 2007). La edad habitual de inicio de la 

enfermedad se ubica en los 60 años, aunque una reducida proporción de personas jóvenes 

también la desarrollan y se denomina de “aparición temprana” si presentan síntomas antes 

de los 40 años.  

La EP se caracteriza por sintomatología predominantemente motora, aunque también se 

asocia a numerosos síntomas no-motores, algunos de los cuales aparecen años previos a las 

manifestaciones motoras. La sintomatología motora clásica fue descripta por primera vez 

por James Parkinson en el siglo XIX y revisada por Jean-Martin Charcot e incluye síntomas 

como la bradicinesia (lentificación de los movimientos, especialmente de los movimientos 

voluntarios complejos), rigidez muscular, temblor de reposo de 4 a 6 Hz e inestabilidad 

postural no causada por una patología visual, vestibular, cerebelosa o disfunción 

propioceptiva (Goetz, 2011). Las manifestaciones no motoras incluyen disfunción del olfato, 

alteraciones cognitivas, síntomas psiquiátricos, alteraciones del sueño, disfunción 

autonómica, dolor y fatiga (Kalia y Lang, 2015). Los síntomas no motores son comunes en 

etapas tempranas de la EP y se presentan antes del inicio de los síntomas motores clásicos. 

Con la progresión de la EP, las manifestaciones motoras empeoran y pueden ser tratadas 

inicialmente con terapia farmacológica. Sin embargo, a medida que avanza la enfermedad 

comienzan a aparecer complicaciones adicionales asociadas a la terapéutica sintomática 

prolongada, como fluctuaciones motoras y no motoras (acortamiento temporal de los 

efectos terapéuticos de la terapia farmacológica), discinesias (movimientos anormales 

involuntarios) y psicosis. En etapas tardías de la EP, la sintomatología motora y no motora 

resistente al tratamiento comienza a ser prominente e incluye inestabilidad postural, caídas, 

disfagia, bloqueo de la marcha y disfunción del lenguaje. También se presentan síntomas 

autonómicos, como incontinencia urinaria, constipación que incluye la necesidad de 

administrar laxantes diariamente e hipotensión. La demencia es particularmente prevalente 

y se presenta en el 83% de los pacientes que cursaron la enfermedad durante más de 20 

años (Kalia y Lang, 2015).  

En la EP las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas degeneran por causas desconocidas. 

Estudios epidemiológicos indican que múltiples factores genéticos y ambientales 

interactúan ocasionando la degeneración de estas neuronas en los casos idiopáticos de la 

enfermedad, que constituyen un 90% del total de casos (Kalia y Lang, 2015). Entre los 

factores de riesgo se destacan los antecedentes familiares, lesiones cerebrales previas, la 

exposición a pesticidas y el uso de beta-bloqueantes.   
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El examen anatomopatológico macroscópico del cerebro de pacientes con EP revela una 

atrofia frontal leve con pérdida de neuromelanina, pigmento normalmente presente en el 

mesencéfalo. En el examen microscópico se observa la degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas y presencia de cuerpos de Lewy en las neuronas remanentes de la sustancia 

nigra pars compacta, en núcleos del tronco encefálico y en regiones corticales límbicas, 

temporales y frontales así como en algunas regiones periféricas (Kalia y Lang, 2015). Los 

cuerpos de Lewy son inclusiones citoplasmáticas eosinófilas formadas principalmente por 

agregados de α-sinucleína y otras proteínas como la ubiquitina y proteínas de 

neurofilamento y constituyen el rasgo anatomopatológico característico de la enfermedad.  

Dado que no existen marcadores tempranos de la EP y que la sintomatología motora se 

evidencia con avanzada neurodegeneración, al momento del diagnóstico de la enfermedad 

se aprecia una degeneración de aproximadamente el 70% de las neuronas de la sustancia 

nigra pars compacta (George et al., 2009).  

Como se describe más arriba, las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas son 

fundamentales para el funcionamiento de los circuitos de los ganglios de la base mediante 

sus proyecciones al estriado. La degeneración de estas proyecciones en la EP causa 

alteraciones funcionales en el estriado que se vinculan directamente con las 

manifestaciones motoras de la enfermedad, en especial con la bradicinesia y la rigidez. La 

degeneración de estas neuronas es irreversible y el conocimiento disponible sobre la 

etiopatogenia no ha resultado aún en aproximaciones terapéuticas neuroprotectoras 

efectivas (Athauda y Foltynie, 2015; Stocchi y Olanow, 2013). Como consecuencia, la única 

opción terapéutica consiste en controlar los síntomas mediante la restauración de la 

actividad neuronal normal de los núcleos afectados por la neurodegeneración.  

Si bien la característica patológica crucial de la EP es la degeneración de las proyecciones 

dopaminérgicas nigroestriatales, ocurre degeneración neuronal en otras regiones nerviosas, 

incluyendo el locus ceruleus, el núcleo basalis de Meynert, el núcleo pedunculopontino, el 

núcleo del rafe, el núcleo dorsal motor del vago, la amígdala y el hipotálamo (Dickson, 

2012), lo que limita aún más las opciones terapéuticas efectivas.  

1.3.2 Tratamiento con L-DOPA 

La terapia sintomatológica de la EP consiste principalmente en restaurar la estimulación 

fisiológica de receptores para dopamina en el estriado (Connolly y Lang, 2014; Meissner 

et al., 2011), aunque también se utilizan estrategias de neurocirugía funcional que buscan 

corregir la actividad neuronal corriente abajo del estriado (Benabid et al., 2009), como la 

estimulación de alta frecuencia del núcleo subtalámico.  

La farmacología que apunta a restaurar la estimulación de receptores para dopamina es la 

principal terapéutica utilizada para tratar los síntomas motores. Estos fármacos incluyen a la 

levodopa (L-DOPA), los agonistas dopaminérgicos y los inhibidores de la monoamino oxidasa 

tipo B (MAO-B, que degrada la dopamina en la brecha sináptica) (Kalia y Lang, 2015). Dado 
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que la terapia intenta mejorar la calidad de vida del paciente, en general comienza a 

administrarse una vez que los síntomas se vuelven debilitantes. Aunque todos estos 

fármacos permiten adecuar la terapia de reemplazo de dopamina a las necesidades de cada 

paciente en etapas tempranas de la enfermedad, en etapas avanzadas sólo la L-DOPA 

provee suficiente beneficio sintomático para sostener un adecuado desempeño social 

(Connolly y Lang, 2014; Giugni y Okun, 2014; Meissner et al., 2011). La L-DOPA es un 

precursor de dopamina (y de todas las catecolaminas) que se co-administra por vía 

sistémica junto con inhibidores de la enzima DOPA-descarboxilasa que no atraviesa la 

barrera hematoencefálica, como la carbidopa o benserazida, para evitar que la L-DOPA se 

degrade antes de llegar al cerebro. Una vez en el cerebro, la L-DOPA es captada por las 

neuronas dopaminérgicas remanentes lo que les permite aumentar la liberación de 

dopamina en el estriado, restaurar la estimulación de los receptores para dopamina y por 

consiguiente atenuar la sintomatología motora. La administración de L-DOPA sigue siendo la 

terapéutica más efectiva y su introducción en el tratamiento de la enfermedad incrementó 

enormemente la esperanza de vida de los pacientes (Fahn et al., 2004).  

Tras el inicio del tratamiento con L-DOPA se produce un importante beneficio clínico 

durante los primeros 5-7 años. Desafortunadamente, luego de algunos años de tratamiento 

la efectividad de la L-DOPA decrece y las opciones terapéuticas se agotan (Kalia y Lang, 

2015). Se han estudiado diversos factores que contribuyen a limitar la eficacia terapéutica 

de la L-DOPA en etapas avanzadas de la EP. Una de ellas es la degeneración de neuronas en 

otras regiones del sistema nervioso que da origen a síntomas (especialmente no motores) 

que no responden a la L-DOPA (Kalia y Lang, 2015). Por otro lado, en etapas tempranas de la 

enfermedad, las terminaciones dopaminérgicas remanentes funcionan como un buffer de 

dopamina que luego de descarboxilar la L-DOPA, almacenan dopamina por más tiempo de 

lo que dura la L-DOPA en plasma, lo que permite prolongar el efecto de la L-DOPA más allá 

de su permanencia en plasma. Estos reservorios de dopamina disminuyen a medida que 

avanza la degeneración nigroestriatal, por lo que, en etapas de avanzada 

neurodegeneración, los niveles estriatales de dopamina fluctúan a la par con las 

concentraciones de L-DOPA en plasma. En consecuencia, la estimulación de los receptores 

para dopamina en el estriado se vuelve “pulsátil” y los pacientes transitan estados “on” y 

“off” (Connolly y Lang, 2014) (Figura i7).  

Los desarreglos mencionados resultan en efectos adversos del tratamiento con L-DOPA, 

como las fluctuaciones motoras y las discinesias inducidas por L-DOPA (LID, L-DOPA-induced 

dyskinesia). Las LID son movimientos anormales involuntarios que pueden incluir corea, 

balismo, distonia y estereotipias. Hasta el 50% de los pacientes con EP desarrollan 

discinesias luego de un tratamiento con L-DOPA durante más de 5 años (Huot et al., 2013). 

La aparición de estas complicaciones motoras se asocia principalmente al grado de 

degeneración dopaminérgica, al tiempo de tratamiento con L-DOPA y a la dosis de L-DOPA 

administrada. No hay evidencia clara de que exista además una predisposición genética al 

desarrollo de complicaciones relacionadas con la L-DOPA, aunque factores genéticos 
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podrían contribuir a explicar la heterogeneidad de la respuesta a la L-DOPA en los pacientes 

(Jankovic, 2005).  

Las fluctuaciones motoras se caracterizan principalmente por el efecto de wearing-off, que 

consiste en el deterioro y la recurrencia de los síntomas parkinsonianos producto del 

acortamiento de la duración del efecto terapéutico de la L-DOPA. Además, muchos 

pacientes comienzan a experimentar síntomas no motores en el periodo “off”, como dolor, 

parestesia, depresión, ansiedad o miedo (Jankovic, 2005). En ocasiones, esta sintomatología 

lleva al paciente a incrementar el uso de la L-DOPA conduciéndolo a abusar de la misma y 

resultando en ocasiones en pacientes adictos a la L-DOPA, lo que se conoce como síndrome 

de desregulación de dopamina (Evans y Lees, 2004). 

Además de las fluctuaciones motoras, las LID también son complicaciones motoras 

frecuentes (Figura i7). Las LID se manifiestan de diferentes formas, siendo las más 

frecuentes las llamadas discinesias de pico de dosis, que ocurren cuando los niveles de L-

DOPA en plasma llegan a su máximo luego de una administración de L-DOPA (alrededor de 

una hora después de la administración). Otra forma de manifestación que ocurre en el 15-

20% de los pacientes con tratamiento crónico con L-DOPA son las discinesias bifásicas. A 

diferencia de las discinesias de pico de dosis que se manifiestan en la secuencia: (1) 

parkinsonismo, (2) efecto terapéutico, (3) discinesia (pico de dosis), (4) efecto terapéutico y 

(5) parkinsonismo; las discinesias bifásicas se caracterizan por presentar una respuesta de 

tipo: (1) parkinsonismo, (2) discinesia, (3) efecto terapéutico, (4) discinesia y (5) 

parkinsonismo, dado que ocurren cuando los niveles estriatales de dopamina comienzan a 

aumentar y cuando empiezan a disminuir (Espay et al., 2018; Jankovic, 2005). Y finalmente, 

las LID pueden presentarse esporádicamente durante los períodos “off” L-DOPA cuando los 

niveles plasmáticos de L-DOPA son mínimos (Fabbrini et al., 2007). Si bien los mecanismos 

que causan discinesias durante el periodo “off” no se conocen, podrían relacionarse con los 

eventos de cinesia paradógica, cuando pacientes con EP son repentinamente y 

transitoriamente capaces de realizar tareas que les era imposible realizar, generalmente 

desencadenado por estímulos externos (Duysens y Nonnekes, 2021; Glickstein y Stein, 

1991). 
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Figura i7. Fluctuaciones motoras y discinesias en función del avance de la enfermedad. Se esquematiza el 

curso del efecto de la L-DOPA (línea punteada) desde su administración según la progresión de la EP. En etapas 

tempranas, la L-DOPA presenta un gran beneficio sintomático sin complicaciones motoras. A medida que 

progresa la enfermedad se acorta la duración del efecto terapéutico de la L-DOPA, aparecen discinesias 

inducidas por L-DOPA y los pacientes transitan estados “on” y “off”. Adaptado de de Jankovic, 2005. 

1.3.3 Alteraciones circuitales que siguen a la degeneración dopaminérgica 

Como se describió en la sección 1.1, según el modelo clásico del circuito de los ganglios de la 

base (también conocido como rate model) (Albin et al., 1989; DeLong, 1990), la activación 

de la vía directa (originada en las dNEM estriatonigrales) promueve el movimiento y la 

activación de la vía indirecta (iNEM estriatopalidales) lo inhibe. Así, el balance adecuado de 

la actividad de estas dos vías es importante para el correcto desempeño motor. Aunque hoy 

sabemos que la interacción entre estas dos vías en mucho mas compleja (Klaus et al., 2017; 

Tecuapetla et al., 2016), este modelo permite explicar muchos de los mecanismos que 

subyacen a los trastornos del movimiento hipo- e hipercinéticos. En la EP, este modelo 

propone que la disminución de la liberación de dopamina en el estriado resulta en una 

menor activación de las dNEM (que expresan el receptor excitatorio para dopamina D1) y en 

una desinhibición de las iNEM (que expresan el receptor inhibitorio para dopamina D2), lo 

que resulta en un desequilibrio a favor de las iNEM que se asocia a los síntomas motores de 

la enfermedad (Figura i8A-B) (Albin et al., 1989; DeLong, 1990). Múltiples estudios 

encontraron evidencia que lo sustenta. En este sentido, mientras que la liberación fisiológica 

de dopamina permite plasticidad bidireccional de las sinapsis córticoestriatales a través de 

la inducción de LTP y LTD (Calabresi et al., 2008; Kreitzer y Malenka, 2005; Shen et al., 2008; 

Wang et al., 2006), luego de la degeneración dopaminérgica las dNEM pierden la inducción 

de LTP dependiente de receptores D1 y las iNEM no muestran LTD (Kreitzer y Malenka, 

2007), perdiendo la plasticidad bidireccional normal. Por otro lado, las iNEM muestran un 

aumento de su excitabilidad intrínseca luego de la degeneración nisgroestriatal (Day et al., 

2008) y, además, se podan de espinas, lo que podría facilitar la propagación hacia atrás de 
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potenciales de acción (Day et al., 2006, 2008). En registros in vivo de animales anestesiados 

se evidenció un desbalance en las respuestas de las dNEM y de las iNEM a entradas 

corticales excitatorias a favor de las iNEM (Escande et al., 2016). En animales despiertos y 

freely moving, se observó que la actividad de las dNEM se encuentra persistentemente 

disminuída luego de la degeneración dopaminérgica, mientras que la actividad de las iNEM 

aumenta selectivamente durante los períodos de inmovilidad del ratón (Parker et al., 2016; 

Ryan et al., 2018). Además, este desbalance se observó en otras estructuras del circuito de 

los ganglios de la base río abajo del estriado. Por ejemplo, en registros in vivo en monos 

parkinsonianos tratados con la protoxina MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina), 

que produce degeneración dopaminérgica, se encontró que la actividad de las neuronas del 

GPi está aumentada, mientras que las del GPe está disminuída (Miller y DeLong, 1988; 

Tremblay et al., 1989). Finalmente, la estimulación optogenética de las dNEM en el estriado 

alivia la bradicinesia y restaura la actividad locomotora normal (Kravitz et al., 2010). 

Otro rasgo importante de la fisiopatología de la EP son las alteraciones en la sincronización 

del circuito corteza-ganglios basales-tálamo (CBT). Las neuronas estriatales hiperactivas son 

reclutadas más fácilmente por los ritmos corticales en los animales parkinsonianos y 

transmiten estos ritmos al globo pálido (Kovaleski et al., 2020; Tseng et al., 2001; Zold et al., 

2007, 2012). Estudios recientes muestran que la eliminación del receptor D2 en ratones 

adultos produce un fenotipo parkinsoniano y aumenta la sincronización de las neuronas 

palidales con los ritmos corticales (Bello et al., 2017), mientras que la inhibición 

optogenética de las iNEM reduce la influencia cortical sobre la actividad del globo pálido en 

ratones parkinsonianos (Kovaleski et al., 2020), lo que sugiere que la hiperactividad de iNEM 

tiene un rol importante en estos cambios. Los síntomas de la EP como la bradicinesia y la 

rigidez correlacionan con un aumento patológico de la actividad oscilatoria dentro del bucle 

CBT en la banda de frecuencias beta (15-30Hz), que se ha observado tanto en pacientes 

como en modelos animales (Brown, 2007; Kühn et al., 2006, 2008; Little et al., 2012; Sharott 

et al., 2005). De hecho, las terapias destinadas a controlar los síntomas de la EP, como la 

estimulación cerebral profunda o la administración de L-DOPA, pueden reducir la amplitud 

de las oscilaciones beta (Jenkinson y Brown, 2011; Kühn et al., 2006, 2008; Lemaire et al., 

2012).  
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Figura i8. Circuito de los ganglios de la base en condiciones normales, en la enfermedad de Parkinson y en 

las LID. En B y C las conexiones más gruesas y más finas representan un aumento o disminución 

respectivamente de la actividad de esas conexiones. En la EP, un desbalance a favor de la vía indirecta resulta 

en una mayor inhibición de las neuronas tálamocorticales excitatorias, mientras que, en las LID, el desbalance 

a favor de la vía directa resulta en una desinhibición de las neuronas tálamocorticales.  

1.3.4 Alteraciones circuitales que siguen al tratamiento con L-DOPA 

El rate model también permite explicar las alteraciones subyacentes a los síndromes 

hipercinéticos, como las LID, que se asociarían a un desbalance del circuito a favor de la vía 

directa. Las hipótesis dominantes en el campo asumen que las LID se deben a la 

sensibilización de una cascada de señalización activada por la estimulación "pulsátil" de 

receptores D1 en las dNEM (Bezard et al., 2001; Murer y Moratalla, 2011), producto de las 

fluctuaciones en la concentración de dopamina estriatal que acompañan a las 

concentraciones plasmáticas de L-DOPA en etapas avanzadas de la EP (Cenci y Konradi, 

2010; Espay et al., 2018). En línea con esta hipótesis, se observó que los animales knock-out 

para el receptor D1 de dopamina no desarrollan LID, mientras que los knock-out para el 

receptor D2 sí lo hacen (Darmopil et al., 2009). Trabajos recientes del laboratorio 

demostraron que la estimulación optogenética de las proyecciones estriatonigrales de las 

dNEM es suficiente para desarrollar discinesias en ratones parkinsonianos que nunca fueron 

expuestos a la L-DOPA (Keifman et al., 2019). Además, existe abundante evidencia de que la 

administración de L-DOPA en ratones parkinsonianos produce activación aberrante de vías 

de señalización dependientes de cAMP y de marcadores de actividad celular en las dNEM 

(Aubert et al., 2005; Cenci y Konradi, 2010; Girasole et al., 2018; Santini et al., 2007, 2009). 

Por otro lado, la estimulación exacerbada del receptor D1 causa alteraciones sinápticas 

adicionales en animales con LID, como una deficiencia en la depotenciación de las sinapsis 
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glutamatérgicas (Picconi et al., 2003; Shen et al., 2015), conduciendo a una saturación 

sináptica de las aferencias córticoestriatales que impediría al estriado filtrar la información 

cortical relevante y contribuiría a la hiperactividad de las dNEM que causa las LID (Alcacer 

et al., 2017; Darmopil et al., 2009; Delfino et al., 2007; Girasole et al., 2018; Keifman et al., 

2019; Ryan et al., 2018) (Figura i8C). 

1.3.5 Anticolinérgicos  

Previo a la aparición de la L-DOPA como tratamiento antiparkinsoniano, los 

"anticolinérgicos" (antagonistas de receptores muscarínicos) eran el mejor tratamiento 

existente para la enfermedad (Barbeau, 1962). La observación de que los fármacos 

anticolinérgicos y pro-dopaminérgicos alivian la sintomatología en pacientes con EP dio 

lugar a la hipótesis de que el balance dopamina-acetilcolina (DA-ACh) se encuentra alterado 

en la EP, dando lugar a un estado hipercolinérgico estriatal que contribuye a los síntomas de 

la EP como la rigidez y la acinesia (Barbeau, 1962; McGeer et al., 1961; Pisani et al., 2007; 

Tubert and Murer, 2020). La menor eficacia relativa de los anticolinérgicos comparada con 

la de la L-DOPA y sus efectos secundarios cognitivos y autonómicos limitó su uso clínico 

(Katzenschlager et al., 2003), aunque en ocasiones se siguen utilizando como terapia 

conjunta con L-DOPA (Duvoisin, 1967; Fox et al., 2018; Katzenschlager et al., 2003). Estudios 

recientes concluyeron que los anticolinérgicos son significativamente más efectivos que el 

placebo en el alivio de la sintomatología motora incluida la bradicinesia (Katzenschlager 

et al., 2003; Lang y Lees, 2002). Sin embargo, la administración sistémica de fármacos 

anticolinérgicos puede contribuir a exagerar síntomas que dependen de sitios colinérgicos 

extraestriatales. De hecho, existe evidencia de degeneración colinérgica en núcleos del 

prosencéfalo basal y del núcleo pedúnculo pontino que resultan en deterioro cognitivo 

(Bohnen et al., 2009, 2012; Müller y Bohnen, 2013; Yarnall et al., 2011). Por consiguiente, las 

futuras nuevas terapias colinérgicas antiparkinsonianas deberían estar dirigidas 

selectivamente al estriado.  

1.3.6 Alteraciones de las ICE en la EP y las LID 

Durante la ultima década, rigurosos estudios en modelos animales demostraron que la 

hiperactividad de las ICE, la principal fuente de acetilcolina estriatal, contribuye al estado 

hipercolinérgico que causa los síntomas motores de la EP (Fino et al., 2007; Maurice et al., 

2015; Sanchez et al., 2011; Tubert et al., 2016; Ztaou et al., 2016). Una hipótesis influyente 

propuso que el aumento del tono colinérgico sería mediado por la disminución en la 

activación del receptor para dopamina D2 en las ICE (DeBoer et al., 1993, 1996; Maurice 

et al., 2004). De hecho, la inhibición optogenética o quemogenética de las ICE alivia los 

síntomas motores en animales parkinsonianos (Maurice et al., 2015; Tanimura et al., 2019).  

Aunque podría presuponerse que un aumento de la frecuenica media de disparo de las ICE 

es responsable del aumento del tono colinérgico estriatal, los estudios realizados in vivo 

sugieren un panorama más complejo. Mediante registros in vivo en monos parkinsonianos 
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se encontró que las TAN estriatales pierden su característica respuesta en pausa a estímulos 

salientes (Aosaki et al., 1994b; Matsumoto et al., 2001). Ademas, las TAN aumentan su 

sincronización en animales parkinsonianos pero no muestran un incemento de su tasa de 

disparo tónico (Deffains et al., 2016; Raz et al., 1996, 2001), mientras que la sobreactivación 

de receptores muscarínicos estriatales ha sido relacionada con el aumento de las 

oscilaciones beta que correlaciona con los síntomas motores de la EP (Kondabolu et al., 

2016; Pittman-Polletta et al., 2018). Por otra parte, estudios realizados in vitro no 

encontraron cambios en la actividad de disparo espontánea en las ICE de roedores 

parkinsonianos nunca expuestos a la L-DOPA (Maurice et al., 2015; Sanchez et al., 2011).  

El cambio más robusto observado en las ICE luego de la degeneración dopaminérgica es el 

aumento de su excitabilidad intrínseca. En trabajos recientes del laboratorio (Sanchez et al., 

2011; Tubert et al., 2016) se demostró que las ICE de ratones parkinsonianos se encuentran 

hiperexcitables. Esta hiperexcitabilidad se evidencia como un aumento del número de 

potenciales de acción disparados en respuesta a pulsos de corriente despolarizante y se 

atribuye a la disminución de una corriente de potasio mediada por canales dependientes de 

voltaje de rectificación tardía (delayed rectifier) que contienen a la subunidad Kv1.3 (Tubert 

et al., 2016). La disminución de esta corriente no afecta la frecuencia de disparo tónica de 

las ICE, pero aumenta la respuesta excitatoria y reduce la hiperpolarización que sigue a la 

activación de aferencias talámicas (Tubert et al., 2016). Además, luego de la degeneración 

dopaminérgica las ICE pierden un mecanismo de regulación mediado por autorreceptores 

inhibitorios M4 (Ding et al., 2006; Yan y Surmeier, 1996). En conjunto, estos cambios 

podrían contribuir al estado hipercolinérgico estriatal en la EP.  

Por otra parte, estudios recientes demostraron que las ICE tienen un rol clave en las LID, 

aunque con resultados aparentemente contradictorios. Por un lado, tanto en pacientes 

como en modelos animales, potenciar la señalización colinérgica reduce las LID (Birket-

Smith, 1974; Shen et al., 2015) mientras que los anticolinérgicos las incrementan (Chambers 

et al., 2019; Jackson et al., 2014; Lang y Lees, 2002), lo que sugiere que las LID se relacionan 

con una deficiencia en la liberación de acetilcolina estriatal. Por otro lado, el tratamiento 

crónico con L-DOPA activa anormalmente marcadores como pERK y p-rpS6 en las ICE de 

animales con LID mediante la estimulación de receptores para dopamina D5 (Castello et al., 

2020; Ding et al., 2011), mientras que animales con ablación selectiva de las ICE no 

desarrollan LID (Won et al., 2014). Además, aunque la activación opto- o quemogenética de 

las ICE puede empeorar las LID (Aldrin-Kirk et al., 2018; Bordia et al., 2016), la inhibición de 

las ICE con estas herramientas no modifica las LID (Aldrin-Kirk et al., 2018; Maurice et al., 

2015). Sin embargo, cabe destacar que estas aproximaciones no están dirigidas a corregir 

los mecanismos que causan actividad aberrante de las ICE y probablemente no restauren su 

función normal. Un estudio reciente demostró que la activación optogenética de las ICE 

puede mejorar o empeorar las LID dependiendo del patrón de estimulación (Bordia et al., 

2016). Así, la estimulación con pulsos cortos de luz empeora las LID mientras que la 

estimulación con pulsos largos las alivia (Bordia et al., 2016), sugiriendo que el patrón de 
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actividad de las ICE tiene una contribución importante en las LID. Así, tener en cuenta 

posibles cambios en el patrón de actividad de las ICE más que cambios netos en su actividad 

podría ayudar a entender las observaciones aparentemente contradictorias de la literatura 

en relación a la contribución de las ICE en las LID.  

Aunque históricamente se consideró que las ICE mantenían niveles tónicos de ACh en el 

estriado por medio de su actividad marcapaso (Bennett et al., 2000; Bennett y Wilson, 1999; 

Kawaguchi et al., 1995), un trabajo reciente demostró que los receptores muscarínicos 

localizados en las NEM median respuestas sin fallas a los disparos de potenciales de acción 

de las ICE (Mamaligas y Ford, 2016), sugiriendo que cambios fásicos en la actividad de las 

ICE pueden ser detectados por las NEM. En este sentido, es probable que terapias dirigidas a 

reestablecer la actividad normal de las ICE, en lugar de sólo elevar o disminuir el tono 

colinérgico estriatal, produzcan una mayor ventaja terapéutica. Si bien las entradas 

sinápticas pueden dar lugar a cambios fásicos en la actividad de las ICE, los mecanismos 

intrínsecos de las ICE que causan patrones en salva-pausa también pueden dar lugar a 

alteraciones fásicas en la liberación de acetilcolina. En las secciones que siguen se presentan 

los mecanismos subyacentes a la generación de estos patrones de actividad, donde los 

canales Kir juegan un rol fundamental, por lo que se los describirá en detalle.  

1.4 Canales de potasio inward rectifier (Kir) 

1.4.1 Estructura 

La familia de canales de K+ es sin duda la mayor y más diversa entre las diferentes familias 

de canales iónicos. Existen varios tipos de canales de K+, que fueron clasificados en tres 

grupos en función de sus propiedades estructurales (Coetzee et al., 1999) (Figura i9). El 

primer grupo, que consiste en proteínas de 6 dominios transmembrana (TMD, 

transmembrane domains), incluye a los canales dependientes de voltaje (Kv) y a los canales 

de K+ activables por calcio (KCa). El segundo grupo, también conocido como canales de dos 

poros (two-pore channels) está compuesto por los canales de fuga o de leak y presentan 

cuatro TMD. El tercer grupo consiste en proteínas con dos TMD e incluye a los canales 

inward rectifier o de rectificación entrante (Kir). Cada uno de estos grupos está subdividido 

en familias, que a su vez se dividen en subfamilias (Figura i9). 
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Figura i9. Esquema de los tres grupos de canales de K+. Los canales de K+ se clasifican en tres grupos de 
acuerdo a su topología de membrana: los que tienen 6, 4 y 2 dominios de transmembrana (6TMD, 4TMD y 
2TMD). Adaptado de Coetzee y col., 1999. 

  
Los canales de K+ cumplen funciones esenciales en la fisiología de las células. Están 

implicados en el mantenimiento del potencial de membrana en reposo, la repolarización de 

la membrana luego de un potencial de acción, el control de los intervalos inter-disparos, la 

limitación de entradas sinápticas y la liberación de neurotransmisores, entre otros (Hille, 

2001).  

En esta tesis se describen con más de detalle los canales pertenecientes al tercer grupo: 

canales de K+ inward rectifier (Kir). Estos canales fueron descriptos originalmente como de 

“rectificación anómala”, dado que la relación entre la corriente que transportan y el 

potencial de membrana no sigue la dependencia clásica descripta por Hodking y Huxley para 

los canales Kv (Hibino et al., 2010). A diferencia de los canales Kv, los canales Kir presentan 

una gran conductancia en potenciales negativos al potencial de reversión del potasio (EK), 

pero permiten menos flujo a potenciales positivos, lo que se conoce como rectificación 

entrante (inward rectification). Además, estos canales responden de manera casi 

instantánea a los cambios de voltaje, es decir, de manera independiente del tiempo. 

Contrariamente, otros canales presentes en las ICE, como los HCN que median la corriente 

despolarizante Ih, se activan durante una hiperpolarización con una cinética lenta. La 

diferente respuesta en el tiempo de canales Kir y HCN durante una hiperpolarización provee 

un mecanismo para generar oscilaciones (Izhikevich, 2004). 
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Los canales Kir han sido encontrados en una amplia variedad de tipos celulares: cumplen 

una importante función en cardiomiocitos, neuronas y células gliales, pero tambien han sido 

encontrados en células de la sangre, osteoclastos, células endoteliales y epiteliales (Hibino 

et al., 2010). La estructura de estos canales incluye dos dominios transmembrana, y cuatro 

de estas subunidades forman un canal completo y funcional en un complejo tetramérico 

(Figura i10A).  

En la actualidad se han identificado 15 genes que codifican para 15 subunidades diferentes 

de canales Kir, que a su vez han sido clasificados en 7 subfamilias (Kir1.x-Kir7.x). Estas 

familias pueden organizarse en 4 grupos de canales, con caracteristicas funcionales 

claramente diferentes (Figura i10B):  

1) Canales Kir transportadores de K+ (Kir1.x, Kir4.x, Kir5.x y Kir7.x) 

2) Canales Kir clásicos (Kir2.x)  

3) Canales Kir regulados por proteína G o GIRK (Kir3.x) 

4) Canales Kir sensibles a ATP (Kir6.x)  

 
Figura i10. Estructura básica de los canales Kir y su árbol filogenético. A: Estructura de una subunidad de un 
canal Kir (izquierda) en comparación con una subunidad de un canal Kv (derecha). Cada subunidad de los 
canales Kir está formada por dos dominios transmembrana (TM1 y TM2), un pore forming loop (H5) y dos 
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terminales citosólicas (NH2 y COOH). B: Arbol filogenético de las 15 subunidades identificadas de canales Kir 
humanos que fueron clasificadas en 4 grupos. Extraído de Hibino y col., 2010. 

Un canal Kir puede estar formado por subunidades homoméricas o heteroméricas, aunque 

en general la heteromerización ocurre entre subunidades de la misma familia (Preisig-

Müller et al., 2002; Schram et al., 2002).  

La característica más distintiva de los canales Kir que dió lugar a su nombre es la 

rectificación entrante. Este fenómeno ocurre por el bloqueo directo del poro del canal por 

sustancias intracelulares como magnesio (Mg2+) y poliaminas, que se unen a residuos del 

canal localizados en regiones citoplasmáticas y de transmembrana, movilizados hacia la 

membrana a medida que el potencial se hace más positivo. La dependencia del voltaje se 

manifiesta en que, a potenciales cada vez más positivos, el bloqueo del canal por Mg2+ y 

poliaminas es cada vez más fuerte, lo que produce más rectificación (Figura i11). Cabe 

destacar que no todos los canales Kir presentan el mismo grado de rectificación y en base a 

ello se los conoce como rectificadores fuertes (Kir2.x y Kir3.x), rectificadores intermedios 

(Kir4.x) y débiles (Kir1.1 y Kir6.x).  

 

Figura i11. Esquema del mecanismo de rectificación de canales Kir. Se muestra en el panel del medio una 
representación típica de la curva I-V de canales Kir donde se observa cómo la magnitud de la corriente 
entrante aumenta linealmente para valores negativos al potencial de reversión del potasio (EK) (izquierda), 
mientras que a valores positivos las poliaminas y iones de magnesio (con carga positiva) se movilizan hacia la 
membrana, bloquean el canal desde adentro impidiendo la salida de potasio y produciendo la rectificación.  

1.4.2 Regulación 

Se han descripto multiples mecanismos de regulación de canales Kir. Uno de los más 

conocidos es el medidado por el fosfolípido de membrana fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 

(PIP2) (Fürst et al., 2014). Los canales Kir3.x son en general blancos de regulación por 

receptores acoplados a proteína G, aunque este tipo de regulación no es exclusiva en estos 

canales (Hibino et al., 2010). Otros tipos de regulación incluyen los cambios de pH, la 

concentración de ATP (que regula preferencialmente a la familia de canales Kir6.x) y la 
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fosforilación por quinasas como proteína quinasa A y C (PKA y PKC). La actividad de los 

canales Kir clasicos (Kir2.x) puede ser regulada por quinasas con diferente direccionalidad. 

Por ejemplo, los canales Kir2.3 son inhibidos por la activación de PKC (Zitron et al., 2008), 

mientras que PKA incrementa la corriente mediada por Kir2.2 (Zitron et al., 2004). Además, 

también se han descripto modulaciones de Kir2.x mediadas por cAMP e independiente de 

quinasas (Dong et al., 2004; Podda et al., 2010). En términos fisiológicos, estos mecanismos 

de regulación podrían estar involucrados en la modulación del canal por cascadas de 

señalización de receptores metabotrópicos.  

Si se modela la membrana celular como un cable pasivo, donde todas sus conductancias 

tienen un comportamiento óhmico (V=IR), entonces el efecto de abrir un canal iónico 

incrementará la permeabilidad de la membrana, que se volverá más conductora, y por 

consiguiente disminuirá la resistencia de membrana o resistencia de entrada (Rent). Por 

ejemplo, los canales de leak presentan este característico comportamiento óhmico y se 

consideran fuertes determinantes de la Rent (Enyedi y Czirják, 2010). Dado su 

comportamiento óhmico, las corrientes de leak presentan una curva corriente-voltaje (curva 

I-V) lineal con pendiente siempre positiva (Figura i12A). Por otro lado, los canales 

dependientes del voltaje presentan comportamientos no lineales en su curva I-V que en 

ocasiones pueden producir regiones con pendiente negativa (Figura i12A-B). En términos 

funcionales, una región de la curva I-V con pendiente negativa implica que una corriente 

entrante aumenta con la despolarización (o lo que tendría el mismo efecto: que una 

corriente saliente disminuye con la despolarización); o bien que una corriente saliente 

aumenta con la hiperpolarización (o lo que tendría el mismo efecto: que una corriente 

entrante disminuye con la hiperpolarización) (Ceballos et al., 2017) (Figura i12A-B). Este 

fenómeno produce una retroalimentación positiva al sistema, de manera que se amplifican 

pequeños cambios del potencial de membrana (ya sea despolarización o hiperpolarización) 

mediante un mecanismo regenerativo. Así, las corrientes de membrana que presentan este 

tipo de comportamiento se las conoce como corrientes amplificadoras (Figura i12C). 

Ejemplos de corrientes que presentan esta propiedad son la corriente de sodio persistente, 

la corriente NMDA, la corriente de calcio tipo T y, como veremos a lo largo de esta tesis, la 

corriente Kir. Por el contrario, las corrientes de tipo amortiguadoras o resonantes exhiben 

siempre pendientes positivas en su curva I-V, ocasionando que siempre se opongan a los 

cambios de voltaje. La mayoría de los canales de potasio, la corriente Ih mediada por canales 

HCN y las corrientes de leak pertenecen a este último grupo (Figura i12C). 
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Figura i12. Efecto de las corrientes con curvas I-V con pendientes negativas en el comportamiento de 
membranas. A: Curvas I-V de la corriente de leak con comportamiento lineal y de corrientes entrantes con 
comportamiento no lineal. Se ilustran tres ejemplos típicos de corrientes entrantes con regiones con 
pendiente negativa: la corriente de sodio persistente (Inap), la corriente NMDA (Inmda) y la corriente de calcio 
tipo T (Ica) (Adaptado de Ceballos y col., 2017). B: Curva I-V de la corriente Kir. La corriente Kir constituye un 
ejemplo de corriente amplificadora saliente en el rango con pendiente negativa. C: Tabla comparativa entre el 
comportamiento de corrientes amplificadoras y amortiguadoras frente a despolarización o hiperpolarización 
de la membrana. 

El concepto de pendiente negativa genera una interesante paradoja. Como se describió 

previamente, si una membrana activa una conductancia con comportamiento óhmico (es 

decir aumenta su permeabilidad) entonces la resistencia de entrada, que es inversamente 

proporcional a la conductancia G (Rent = 1/G), disminuye. En el caso del incremento de una 

conductancia que presenta una zona con pendiente negativa, la resistencia de entrada 

presentará un comportamiento no lineal a lo largo del potencial. En la zona con pendiente 

negativa, esta conductancia contribuirá negativamente a la conductancia total, resultando 

en un aumento de la resistencia de entrada. Este aumento “paradójico” de la resistencia de 

entrada fue evidenciado experimentalmente mediante la inyección de conductancias 

artificiales con pendientes negativas y positivas mediante la técnica de dynamic clamp 

(Fernandez et al., 2015). Los autores observaron que la inyección de conductancias con 

pendiente positiva disminuye la Rent en células estrelladas entorhinales, mientras que la 

inyección de conductancias con pendiente negativa aumenta la Rent (Ceballos et al., 2017; 

Fernandez et al., 2015).  
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Como se mencionó, la corriente Kir puede presentar en su curva I-V una zona con pendiente 

negativa. No todos los canales Kir tienen esta propiedad, sino que depende de la subunidad 

que conforma el canal (Amarillo et al., 2018; Anumonwo y Lopatin, 2010; Dhamoon et al., 

2004). La pendiente negativa se origina como resultado de la fuerte rectificación causada 

por el bloqueo intracelular por Mg2+ o poliaminas. Cerca del potencial de reversión, el 

bloqueo con Mg2+ o poliaminas es débil por lo que la corriente Kir aumenta con la 

despolarización (entre el potencial de reversión y aproximadamente -70mV). Sin embargo, 

el bloqueo aumenta a potenciales cada vez más positivos ocasionando que, a partir de 

cierto punto, la corriente comienza a disminuir con la despolarización generando la zona de 

pendiente negativa. Sólo los canales Kir con fuerte rectificación (strong rectifiers: Kir2.x y 

Kir3.x) presentan esta zona con pendiente negativa, cuya magnitud es sensiblemente mayor 

en los Kir2.x (Anumonwo y Lopatin, 2010) y además varía entre cada subunidad (Figura i13). 

Entre ellos, los canales Kir2.2 son los que presentan mayor rectificación, que se evidencia 

por la reducida magnitud de la corriente saliente normalizada a la corriente entrante y por 

su empinada pendiente negativa (Figura i13).  

 

 

Figura i13. Curvas I-V de los canales Kir con fuerte rectificación. A: Curvas I-V de corrientes evocadas por 
rampas de voltaje en registros electrofisiológicos de células HEK293 transfectadas con las diferentes 
subunidades de canales Kir con fuerte rectificación. B: Curvas I-V normalizadas a la conductancia máxima de 
canal abierto. Adaptado de Dhamoon y col., 2004. 

Los canales Kir2.2 han sido relacionados con la actividad oscilatoria en las neuronas 

excitatorias tálamocorticales (Amarillo et al., 2018) y tienen una importante contribución a 

la corriente Kir de células marcapaso cardíacas (Anumonwo y Lopatin, 2010; Dhamoon 

et al., 2004).  

1.4.3 Rol de Kir en las oscilaciones de membrana de las ICE 

Las interneuronas colinérgicas estriatales pueden exhibir actividad oscilatoria que da lugar a 

patrones en salva-pausa, aunque en condiciones fisiológicas sólo se ha observado en una 
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minoría de ICE (Sanchez et al., 2011; Wilson, 2005). En las ICE, este tipo de patrón de 

actividad intrínseco no depende de corrientes reclutadas durante los disparos que ocurren 

en la salva, dado que persisten de manera subumbral cuando se bloquean los potenciales de 

acción con tetrodotoxina (TTX) (Wilson, 2005) (Figura i14). 

 

Figura i14. Efecto de la aplicación de TTX sobre la oscilación. Se muestra un registro en rodaja de una ICE con 

patrón de disparo en salva-pausa antes de la aplicación de TTX, cuyas oscilaciones subumbrales persisten luego 

del agregado de TTX. Extraído de Wilson (2005). 

Múltiples mecanismos pueden contribuir a generar patrones de actividad de tipo salva-

pausa en distintos tipos neuronales (Amarillo et al., 2014, 2018; Amini et al., 1999; 

Huguenard y McCormick, 1992; Wilson, 2005; Wu et al., 2005). Desde un punto de vista 

teórico, las oscilaciones de membrana requieren de una corriente amplificadora, que aporta 

la pendiente negativa y amplifica cambios en el potencial de membrana, y una corriente 

amortiguadora que se opone a la amplificadora. Estas dos corrientes interaccionan en 

presencia de una corriente de fuga o leak, que está presente en todas las membranas 

celulares. En el caso de las ICE, que al igual que las neuronas tálamocorticales expresan 

canales Kir2.2 (Karschin et al., 1996; Prüss et al., 2003), el mecanismo que subyace al patrón 

oscilatorio depende de la interacción entre la corriente Kir (la corriente amplificadora) y la 

corriente Ih (la corriente amortiguadora) (Figura i15A). En la Figura i15B se muestra la curva 

I-V instantánea de una ICE en rangos de voltaje subumbrales asumiendo que la corriente Ih 

fuera nula. En este rango de voltaje, coexisten la corriente Kir y de leak. Mientras que la 

corriente Kir es de K+, la corriente leak resulta de una combinación de fuga de Na+ y K+ con 

potencial de reversión en aproximadamente -60mV. Al ser ambas independientes del 

tiempo, sus curvas I-V son invariables por lo que pueden sumarse dando lugar a una curva 

instantánea resultante (ITotal). Esta curva resultante será luego modificada a lo largo del 

tiempo por el efecto de la activación y deactivación lenta de la corriente Ih (Figura i15C): 

cuando Ih está deactivada (Ih = 0) la curva I-V presenta un único punto de equilibro en 

potenciales negativos. A medida que Ih crece (Ih > 0), la curva I-V cae y corta al eje “x” en 3 
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puntos de equilibrio. El punto intermedio es inestable mientras que los puntos 

despolarizado e hiperpolarizado son estables. En este nivel de activación de Ih, si la célula se 

encuentra en el punto inestable, el potencial tiende rápidamente hacia uno de los otros dos 

puntos de equilibro dependiendo de la dirección de cambio de potencial. Finalmente, con 

suficiente activación de Ih, los puntos de equilibro intermedio y negativo desaparecen y 

queda sólo el punto de equilibrio localizado en potenciales más despolarizados (Ih >> 0). Las 

oscilaciones se dan porque los cambios temporales de Ih mueven la curva I-V modificando 

los puntos de equilibrio y desestabilizando el potencial de membrana. Cabe destacar, que 

para que se produzca la condición donde aparezcan los 3 puntos de equilibrio, es condición 

necesaria que la curva I-V instantánea exhiba la zona de pendiente negativa, que es 

aportada por la relación I-V de la corriente Kir.  

El ciclo de la oscilación que da lugar al patrón salva-pausa en las ICE se describe a 

continuación (Figura i15D-E): (1) la membrana se encuentra suficientemente despolarizada 

de manera que la corriente Ih empieza a deactivarse y por lo tanto la membrana se 

hiperpolariza lentamente a medida que Ih se deactiva. (2) Cuando el potencial de membrana 

alcanza el rango donde la curva I-V presenta la zona de pendiente negativa (punto de 

equilibrio inestable), IKir amplifica rápidamente la hiperpolarización a medida que los canales 

Kir se liberan del bloqueo dependiente de voltaje por metabolitos intracelulares, 

produciendo mayor activación de IKir por retroalimentación positiva (3) y por lo tanto mayor 

hiperpolarización. (4) En potenciales suficientemente negativos, Ih logra activarse lo 

suficiente como para contrabalancear el efecto de IKir y empieza a despolarizar la 

membrana. En este punto, el potencial atravesará nuevamente la zona de pendiente 

negativa (punto de equilibro inestable), pero en este caso en el sentido de la despolarización 

(5), favoreciendo aún más la despolarización por la disminución de la corriente Kir a medida 

que los canales se bloquean por el efecto de Mg2+ y poliaminas. Esto lleva la membrana 

hasta valores despolarizados, alcanzando eventualmente el umbral de disparo, que podría 

resultar en la descarga de uno, dos o incluso una salva de potenciales de acción. (6) En estos 

potenciales despolarizados, Ih comienza a deactivarse nuevamente, permitiendo que el 

potencial de membrana vuelva lentamente hasta alcanzar la zona de pendiente negativa y 

estableciendo así las condiciones para el inicio de un nuevo ciclo.  
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Figura i15. Mecanismo involucrado en las oscilaciones de las ICE. A: Descripción del comportamiento de las 

corrientes Kir e Ih. B: Composición de la curva I-V instantánea de la ICE. La curva ITotal resulta de sumar IKir e ILeak. 

C: Desplazamiento de la curva I-V instantánea en función del nivel de activación de Ih. D: A la izquierda: se 

ejemplifica una ICE oscilatoria que dispara en salvas de potenciales de acción. A la derecha: la misma neurona 

luego del agregado de TTX (bloqueante de canales de Na+). Se observa cómo la oscilación persiste luego del 

agregado de TTX. E: Descripción esquemática del ciclo de la oscilación. D-E: Ver explicación en el texto en 

relación con los puntos marcados 1 a 6. 

1.5 Mecanismos de regulación de la actividad intrínseca de las ICE 

Como se describió a lo largo de esta introducción, la actividad espontánea intrínseca de las 

ICE puede presentarse con un patrón de disparo regular, o con oscilaciones subumbrales 

acompañadas por salvas de potenciales de acción a intervalos regulares (patrón salva-

pausa) o por disparos irregulares (ver Figura i3). Además, las ICE pueden transicionar de un 

patrón a otro (Goldberg y Wilson, 2005; Reynolds et al., 2004; Wilson, 2005; Wilson y 

Goldberg, 2006). Sin embargo, los mecanismos que regulan las corrientes que participan en 

la generación de estos patrones de actividad y que por consiguiente determinan el tipo de 

patrón en las ICE no se conocen. Se ha reportado que la descarga de aferentes excitatorios 

del tálamo o la corteza pueden inducir respuestas en salva-pausa en las ICE (Kosillo et al., 

2016; Reynolds et al., 2004; Tubert y Murer, 2020), aunque estas respuestas son 

transitorias, dependen de la acción directa del glutamato sobre receptores ionotrópicos y 

no modifican de manera persistente la actividad de disparo de las ICE. Un estudio en el que 

se registraron ICE in vivo en ratas anestesiadas encontró que la estimulación de alta 
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frecuencia de la sustancia nigra pars compacta (que envía proyecciones dopaminérgicas al 

estriado) induce actividad en salva-pausa en las ICE que persiste durante algunos minutos 

luego de finalizada la estimulación (Reynolds et al., 2004). Aunque los autores discuten la 

posibilidad de que la potenciación de sinapsis córticoestriatales mediada por receptores 

D1/D5 contribuya al cambio de actividad en las ICE, los efectos de la terapia de reemplazo 

con L-DOPA en animales con degeneración crónica nigroestriatal, donde los receptores para 

DA se encuentran supersensibles, no se conocían en profundidad antes de la realización de 

esta tesis.  

Aunque se han reportado cambios en la sincronización de las ICE luego de la degeneración 

dopaminérgica (Raz et al., 1996), no se conoce el impacto de la degeneración nigroestriatal 

en los patrones de disparo de las ICE, y menos aún si éstos son modificados por el 

tratamiento con L-DOPA. Los cambios de actividad espontánea de las ICE podrían tener 

importantes consecuencias en los patrones y niveles de liberación de acetilcolina estriatal. 

Así, entender los mecanismos de regulación de la actividad espontánea de las ICE y como 

ésta se modifica por la degeneración dopaminérgica y el tratamiento con L-DOPA permitiría 

identificar sustratos moleculares para el diseño de nuevas terapias que apunten a restaurar 

la señalización colinérgica normal en el estriado en la enfermedad de Parkinson y las LID, 

donde se sabe que la actividad patológica de las ICE juega un papel fundamental.   
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2 OBJETIVOS 

Como se describió en la introducción de esta tesis, la actividad aberrante de las 

interneuronas colinérgicas estriatales contribuye a los síntomas de la EP y a las LID. El diseño 

de terapias dirigidas a reestablecer su actividad normal podría tener ventajas terapéuticas 

en comparación con el uso de anticolinérgicos, en especial en etapas avanzadas de la EP, 

cuando las complicaciones motoras derivadas del tratamiento crónico con L-DOPA se 

vuelven seriamente debilitantes. En consecuencia, identificar los mecanismos que subyacen 

a la actividad aberrante de las ICE en estas condiciones es crucial para direccionar el 

desarrollo de nuevas terapéuticas.  

Objetivo general:  

Esclarecer los mecanismos subyacentes a las complicaciones motoras inducidas por la L-

DOPA en la EP avanzada e identificar nuevos blancos terapéuticos para la EP. 

Objetivos específicos:  

I. Caracterizar la electrofisiología de las ICE en un modelo experimental de la EP luego 

de un tratamiento con L-DOPA. 

II. Identificar los mecanismos que median la actividad aberrante de las ICE en este 

modelo. 

III. Identificar blancos moleculares adicionales para modular la actividad de las ICE. 
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3 MATERIALES & MÉTODOS 

3.1 Métodos generales 

3.1.1 Animales 

Se utilizaron ratones que expresan la proteína fluorescente roja tdTomato en todas las 

neuronas que expresan la proteína Colina Acetil-Transferasa (a los que llamaremos por 

simplicidad ChAT-Cre;tdT). Se obtuvieron estos ratones como la descendencia de la primera 

generación (F1) de la cruza de ratones de la línea ChAT-Cre [B6;129S6-Chattm2(cre)Lowl/J, Stock 

6410 (Rossi et al., 2011)] con ratones de la línea Rosa-CAG-LSL-tdTomato-WPRE [B6.Cg-

Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J, stock 7914 (Madisen et al., 2010)], ambos obtenidos de 

Laboratorios Jackson. Así, los ratones obtenidos ChAT-Cre;tdT son heterocigotas para Cre y 

para el gen reportero. Los animales experimentales fueron alimentados ad libitum, se 

mantuvieron en un máximo de 6 por jaula con ciclos de 12:12 horas de luz:oscuridad (la luz 

se enciende a las 7 am) y tenían >3 meses al momento del experimento (ratones adultos). 

Se respetaron los cuidados establecidos institucionalmente (CICUAL de la Facultad de 

Medicina, Universidad de Buenos Aires) y gubernamentales (SENASA, Argentina). Para los 

animales que recibieron la lesión con 6-OHDA o vehículo (sham) sólo se utilizaron animales 

hembras, mientras que para los ratones control (sin lesión sham) se utilizaron tanto machos 

como hembras.  

3.1.2 Lesión por 6-hidroxidopamina 

Para inducir la degeneración dopaminérgica nigroestriatal se inyectó la neurotoxina 6-

hidroxidopamina HBr (6-OHDA) en el haz medial del cerebro anterior (medial forebrain 

bundle, MFB), el tracto por el que pasan los axones de las neuronas dopaminérgicas de la 

SNc en su trayecto hacia el cerebro anterior. Se utilizó anestesia inhalatoria (isoflurano, 4% 

en O2 para inducción y 0.5-1% para mantenimiento de la anestesia). La 6-OHDA (Sigma 

Aldrich AB) fue disuelta en solución salina-ácido ascórbico 0.1%, en una concentración de 

5.91 μg/μl de droga base. Se inyectó 0.5 μl de la solución en el MFB del hemisferio izquierdo 

siguiendo las siguientes coordenadas: 1 mm anteroposterior, 1.1 mm lateral y 4.8 mm 

dorsoventral medidos desde la dura madre (Paxinos y Franklin, 2001). La velocidad de 

inyección fue de 0.5 μl/min, y se utilizó una cánula de 300 μm de diámetro unida a una 

jeringa Hamilton controlada por una bomba motorizada (Bioanalytical Systems, USA). Se 

mantuvo la cánula en el sitio de inyección por 6 minutos luego de la inyección, y se la retiró 

lentamente cuidando que no hubiera reflujo de la toxina. Los animales sham recibieron una 

inyección de solución salina-ácido ascórbico 0.1% en el MFB y fueron manipulados de igual 

manera que los que recibieron la 6-OHDA. La asignación de cada ratón a cada tratamiento 

fue hecha al azar. Luego de la cirugía, durante todos los días, los ratones fueron pesados y 
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recibieron una inyección subcutánea de solución salina y fueron alimentados con una dieta 

rica en azúcares y grasas para que recuperen su peso (alrededor de 15-20 días luego de la 

cirugía). 

3.1.3 Obtención de rodajas 

Los animales fueron anestesiados con isoflurano y decapitados. El cerebro fue removido 

rápidamente y colocado en una solución fría y carbogenada (95% O2 y 5% CO2) de ACSF 

(líquido cefalorraquídeo artificial, Artificial CerebroSpinal Fluid) de alto magnesio y bajo 

calcio que contenía: 125mM NaCl, 2.5mM KCl, 1.3mM NaH2PO4·H2O, 26mM NaHCO3, 

0.5mM CaCl2, 2.5mM MgCl2 y 10mM glucosa. Se preparó el cerebro para realizar cortes 

coronales a la altura del estriado en un vibrátomo (Pelco T series 1000, Ted Pella). Se 

cortaron rodajas de 300 μm de espesor y se las transfirió a una cámara conteniendo la 

misma solución, donde se mantuvieron a 34ºC durante 30 minutos y luego a temperatura 

ambiente hasta el momento de registro. 

3.1.4 Registros electrofisiológicos 

Para realizar los registros se transfirieron las rodajas a una cámara de registro alimentada 

mediante una bomba peristáltica (Ismatec, Alemania) con ACSF de niveles de magnesio y 

calcio normales a una tasa de 3 ml/min. Este ACSF contenía: 125mM NaCl, 2.5mM KCl, 

1.3mM NaH2PO4·H2O, 26mM NaHCO3, 2mM CaCl2, 1mM MgCl2 y 10mM glucosa. La 

temperatura en la cámara fue de 34ºC mantenida con un controlador de temperatura TC-

344B (Warner Instruments). Antes de realizar los registros se dejó estabilizar las rodajas en 

la nueva solución durante 10 minutos en la cámara de registro. Se registraron ICE de la 

región dorsolateral del estriado, la cual corresponde a la región motora. Se identificaron las 

neuronas registradas con un microscopio Nikon Eclipse equipado con un objetivo de 

inmersión en agua 40x, con óptica DIC y para fluorescencia, y una cámara infrarroja 

conectada a un monitor y a la computadora. Se utilizaron pipetas de registro de capilares de 

borosilicato estirados con un puller (P-97, Sutter Instruments), de resistencia entre 4 y 7 

MΩ. Para los registros en whole cell se llenaron las pipetas con solución intracelular: 20mM 

KCl, 120mM K-gluconato, 1mM HEPES, 2mM Na2ATP, 0.3mM NaGTP, 0.1mM EGTA, 10mM 

fosfocreatina y 2mM MgCl2, pH 7.3 ajustado con KOH. Para los registros en cell attached del 

Capítulo I se llenaron las pipetas con la misma solución intracelular, mientras que para los 

registros en cell attached del Capítulo III se llenaron con ACSF. Los registros se realizaron 

con un amplificador Axoparch-1D (Molecular Devices), a una frecuencia de muestreo de 20 

kHz (Digidata 1322A, Molecular Devices) en una computadora equipada con pClamp 9.2 

(Molecular Devices). Las células consideradas para el análisis superaban los siguientes 

criterios: resistencia en serie entre 10 y 30MΩ, potencial de acción con amplitud mayor o 

igual a 50mV desde el umbral al pico y con "overshoot", y potencial de membrana en reposo 

entre -75 y -45mV. Para los registros en voltage clamp se compensó la capacitancia y la 

resistencia en serie (mínimo 60%). No se sustrajo la conductancia de fuga (leak 



48 
 

conductance) ni del potencial de unión líquida (liquid junction potential). Para los registros 

en current clamp se compensó la resistencia en serie. Para evaluar la sumación de 

potenciales excitatorios post-sinápticos, se evocaron respuestas sinápticas en ICE mediante 

la estimulación eléctrica intraestriatal con un electrodo bipolar ubicado a ~500 µm de la 

célula registrada (5 pulsos a 20Hz y 0.1ms de ancho de pulso). Por otro lado, se estimuló con 

liberación de glutamato enjaulado utilizando pulsos de luz azul (5 pulsos a 20Hz y 0.1ms de 

ancho de pulso) generados con un LED de 1W de potencia máxima y 447nm a través de una 

fibra óptica (Tolket, Argentina) ubicada a <300µm de la célula registrada (la potencia en la 

punta de la fibra es de aproximadamente 5mW). En estos experimentos de estimulación 

sináptica (estimulación eléctrica y liberación de glutamato enjaulado), se añadió picrotoxina 

(100µM) al ACSF para bloquear la transmisión GABAérgica. En el resto de los experimentos 

se agregó picrotoxina (100µM) y CNQX (20µM) o NBQX (10µM) al ACSF para bloquear la 

transmisión GABAérgica y glutamatérgica. Para estudiar la actividad tónica, se registró la 

actividad espontánea de ICE en configuración whole cell durante aproximadamente 15 

minutos desde la ruptura del sello. Luego se registró la respuesta a pulsos de corriente 

despolarizante de un segundo de duración y de intensidad creciente (Δ30 pA) desde 20pA a 

290pA. Para medir la corriente Kir (IKir) se utilizaron protocolos de voltage clamp que 

consistieron en rampas rápidas de voltaje desde -55mV a -120mV en presencia de ZD7288 

(30µM) en la solución intracelular (Gertler et al., 2008; Li et al., 2013). Las corrientes Ih e ILeak 

fueron medidas utilizando un protocolo de pulsos largos de voltaje: desde un potencial de 

holding de -40mV se aplicaron pulsos de voltaje de intensidad creciente (Δ10 mV) desde -

40mV hasta -130mV y de duración decreciente (Δ1.5s) alcanzado un último pulso de 3.5s y -

130mV (Kanyshkova et al., 2009). Estos pulsos variables fueron seguidos por un pulso a un 

voltaje constante de -100mV que permitió medir corrientes de cola para calcular la curva de 

activación de Ih de manera independiente del gradiente electroquímico. Para este protocolo 

se incluyó bario (500µM) y TTX (1µM) en el ACSF para bloquear corrientes de sodio y de 

potasio. Para los experimentos de dynamic clamp, se registraron ICE con un Axoclamp 700B 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) y, con frecuencia de muestreo de 20 kHz (Digidata 

1322A, Molecular Devices), se adquirieron los registros con una computadora con pClamp 

10.2 (Molecular Devices). El dynamic clamp fue implementado en el laboratorio gracias a la 

ayuda del Dr. Yimy Amarillo (Centro Atómico Bariloche) como se describe en Amarillo y col., 

2018. Se utilizó una tarjeta DAQ (NI PCI-6259, National Instruments, Austin, TX) que fue 

comandada por el software libre StdpC instalado en una computadora con Windows XP 

(Kemenes et al., 2011). La salida analógica del amplificador que lleva la señal de voltaje de la 

ICE (Vm) se conectó a la entrada analógica de la Digidata 1322A y de la tarjeta NI PCI-6259 

del circuito de dynamic clamp. De esta manera, la señal de voltaje (Vm) de la ICE se usó 

parta registrar el potencial de membrana y a la vez como entrada al circuito de dynamic 

clamp. Las salidas analógicas de ambas interfaces se conectaron a un dispositivo sumador 

de voltaje en tiempo real desarrollado a medida (Patente P20170101319, CONICET, 

Argentina), cuya salida fue conectada a la entrada analógica del amplificador MultiClamp 

700B. Esta configuración permitió realizar simultáneamente protocolos de current clamp 
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con el software pClamp 10.2 y realizar simulaciones de dynamic clamp con el software 

StdpC (Figura m1).  

 

Figura m1. Descripción esquemática del conexionado para dynamic clamp. ICE: Interneurona colinérgica 

estriatal. Vm: Potencial de membrana de la ICE. Idynamic-clamp: corriente generada por el modelo. Iprotocolo-current-

clamp: corriente generada por el protocolo de current clamp utilizado. 

La ecuación de corriente del modelo de corriente inward-rectifier (IKir) utilizado en los 

experimentos de dynamic clamp tienen la forma (Amarillo et al., 2018): 

 

Donde  es la conductancia máxima de la corriente,  es el potencial de membrana, 

 mV es el potencial de reversión de IKir y  es la variable de activación 

dependiente del voltaje: 

 

Para eliminar la región de pendiente negativa de la curva I-V de IKir, se reemplazó la ecuación 

original por: 
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La ecuación de la corriente para el modelo de corriente de leak (ILeak) es: 

 

Donde  es la conductancia máxima de Ileak y  mV es el potencial de 

reversión de Ileak. 

3.1.5 Manipulaciones farmacológicas 

A menos que se indique lo contrario, los reactivos fueron adquiridos de Sigma (Argentina). 

Las sales se adquirieron de Baker (Research AG, Argentina). Las drogas se prepararon en 

soluciones de stock, fueron diluidas en ACSF inmediatamente antes de su uso y aplicadas a 

través del sistema de perfusión. Se utilizaron los siguientes solventes para el stock y 

concentración final: H2O destilada para TTX (1µM, Alomone Labs), ZD7288 (30µM), BaCl 

(10µM, 25µM y 500µM), diclofenac (100µM) y MFA (ácido meclofenámico, 100µM); DMSO 

para CNQX (40µM, Sigma y Alomone Labs), picrotoxina (100µM), NBQX (10 µM, Tocris 

Bioscience), SKF81297 (500nM, 1µM, 2µM, 5µM), quinpirole (1µM), SCH23390 (10µM), 

glibenclamide (10µM, Tocris Bioscience), XE991 (30µM), linopirdine (10µM, Alomone Labs) y 

retigabina (10µM, Alomone Labs); ACSF para Rubi-Glutamato (300µM) y se utilizó el buffer 

recomendado por el fabricante (0.1% BSA, 100mM NaCl, 10mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA) 

para tertiapin-Q (100nM, Alomone Labs). En algunos experimentos, ZD7288 (30µM) fue 

agregado a la solución intracelular. Para marcar neuronas destinadas a análisis morfológico, 

se incorporó neurobiotina (1mg/ml, Neurobiotin Tracer, Vector) directamente disuelta en la 

solución intracelular. El glutamato enjaulado (Rubi-Glutamato) está disponible 

comercialmente en Tocris (Cat #3574), pero para estos estudios fue gentilmente 

proporcionado por el Dr. Roberto Etchenique (FCEyN, UBA). 

3.1.6 Reconstrucciones neuronales 

Para los análisis morfológicos, se registraron ICE con neurobiotina en la solución 

intracelular. Luego del registro, las rodajas se transfirieron inmediatamente a una solución 

fijadora (4% PFA en PBS), fueron fijadas overnight y luego preservadas en PBS con 0.1% 

azida de sodio durante <7 días. Para el revelado, se lavaron las rodajas con PBS y fueron 

incubadas overnight con estreptaavidina (Alexa Fluor488, Invitrogen), lavadas con PBS y 

montadas en portaobjetos de vidrio. Las reconstrucciones 3D del soma y del árbol 

dendrítico se realizaron con el sistema de reconstrucción de Neurolucida (MFB Bioscience). 

Se calculó el volumen del soma, las medidas del árbol dendrítico y el análisis de Sholl 

utilizando el software Neurolucida Explorer (MFB Bioscience). El análisis de Sholl se realizó 

sobre la proyección XY (2D) del árbol dendrítico reconstruido utilizando un radio 

incremental de Δ5µm desde 10µm hasta 360µm. 
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3.1.7 Inmunohistoquímica 

Para confirmar la degeneración dopaminérgica inducida por la toxina 6-OHDA, se fijaron los 

cerebros durante 24 horas en 4% PFA en PBS luego de haber obtenido las rodajas de 

estriado para electrofisiología. Luego fueron crioprotegidos en 30% sacarosa en PBS y 

cortados con micrótomo (Leica) en cortes de 35 µm. Los cortes que contenían la sustancia 

nigra compacta fueron preservados en PBS con 0.1% de azida de sodio. Para la reacción de 

inmunohistoquímica contra tirosina hidroxilasa (TH), los cortes fueron bloqueados durante 2 

horas a temperatura ambiente (5% NGS y 0.3% Triton X-100 en PBS), incubados overnight 

con anticuerpos primarios (ratón anti-TH, Chemicon, 1:1000) a 4°C, lavados 3 veces con 

0.15% Triton X-100 en PBS (PBS-T) e incubados con anticuerpos secundarios conjugados con 

Alexa Fluor488 (cabra anti-ratón, Invitrogen, 1:500) por 2hs a temperatura ambiente. Luego 

se lavaron los cortes en PBS-T y se montaron en portaobjetos de vidrio con Vectashield 

(Vector). 

3.1.8 Adquisición de imágenes 

Las imágenes de células registradas con neurobiotina y las imágenes de inmunorreacciones 

contra TH fueron adquiridas con un microscopio Zeiss AxioImager M2 con software 

Neurolucida de MFB Bioscience (con objetivos de 20X y 40X respectivamente). Las imágenes 

para reconstrucciones fueron obtenidas en pilas (stacks) a un intervalo de 2µm entre cada 

plano. 

3.2 Cuantificaciones y análisis estadístico 

3.2.1 Evaluación de síntomas motores de parkinsonismo experimental 

Para evaluar los signos de parkinsonismo se sometió a los ratones a 3 ensayos conductuales 

a partir de la tercera semana luego de la inyección de 6-OHDA (Escande et al., 2016). Los 

ensayos se realizaron en días no consecutivos, durante la fase de luz, a ciegas del 

tratamiento. Para evaluar el índice de rotación se realizó un ensayo de arena abierta (open 

field). Para evaluar el índice de asimetría del uso de las patas delanteras se realizó el ensayo 

del cilindro. Y para evaluar la coordinación motora y el balance se realizó un ensayo de 

rotarod.  

Arena abierta: se midió la cantidad de rotaciones espontáneas de los ratones en una arena 

abierta (40 x 40 cm) durante 15 minutos. Durante todo el ensayo la actividad de los ratones 

fue filmada por una cámara cenital, y la posición de los ratones en función del tiempo fue 

determinada por el sistema de rastreo automático ANY-maze. Se calculó el índice de 

rotaciones ipsilaterales como el número de rotaciones ipsilaterales sobre el número de 

rotaciones totales. 

Cilindro: Se introdujo al ratón en un cilindro vertical de acrílico transparente de 10 cm de 

diámetro y 14 cm de alto. El test consistió en contar cuántas veces el ratón usa la pata 
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delantera contralateral, la ipsilateral o ambas juntas, para apoyarse en la pared al realizar 

una exploración vertical, durante 5 minutos. Todo el ensayo fue filmado con una 

videocámara lateral. Se calculó un índice de asimetría como el número de veces que el ratón 

apoya la pata contralateral respecto al total.  

Rotarod:  Los ratones fueron colocados en un rotarod acelerado (de 4 a 40 rpm en 5 

minutos; Ugo Basile, Italia) y se evaluó la latencia a caerse del rodillo. Cada animal fue 

testeado 5 veces seguidas separadas por 5 minutos cada una 

3.2.2 Administración de L-DOPA y puntuación de discinesias 

Los animales recibieron una dosis diaria de 12mg/kg de L-3,4 dihydroxifenilalanina metil 

éster clorhidrato (L-DOPA, Sigma Aldrich) y 12mg/kg de Benserazide (Sigma Aldrich) por vía 

intraperitoneal durante 14 días consecutivos. Los días 1, 4, 8 y 12 desde iniciado el 

tratamiento los animales fueron grabados durante 120 minutos y sus discinesias fueron 

puntuadas. Las LID fueron cuantificadas siguiendo la escala de movimientos anormales 

involuntarios (AIM, Abnormal Involuntary Movements) establecida por Cenci y Lundblad, 

(2007). Cada 20 minutos se evaluó durante 60 segundos la conducta de los animales, es 

decir, se obtuvieron 6 puntajes durante los 120 minutos de duración de la sesión. Las LID 

tienen componentes orofaciales, de pata y axiales. A cada uno de estos tres segmentos 

corporales se le asignó un puntaje posible de 0 a 4 para cada tiempo registrado, pudiendo 

tener un animal un puntaje máximo de 12 puntos en cada minuto de evaluación (0 = no hay 

discinesias; 1 = discinesias ocasionales que se manifiestan durante <50% del tiempo de 

observación; 2 = discinesias sostenidas durante >50% del tiempo de observación; 3 = 

discinesias continuas; 4 = discinesias continuas que no logran ser interrumpidas por 

estímulos externos). 

3.2.3 Análisis de datos electrofisiológicos 

3.2.3.1     Registros en modo current clamp 

El análisis de los datos fue realizado con ClampFit (Molecular Devices) y rutinas de MATLAB. 

Se calculó el potencial de membrana en reposo en la línea de base (como el promedio del 

potencial durante 460ms) antes de la inyección de pulsos de corriente en los protocolos de 

current clamp. La resistencia de entrada (Rent) se calculó como ΔV/ΔI en respuesta a la 

inyección de corriente hiperpolarizate de -10pA durante 300ms. Se midió la amplitud del 

sag como la diferencia entre el mínimo de voltaje generado por un pulso de corriente 

hiperpolarizante de -40pA y el estado estacionario al que llega el potencial al final del pulso 

de 1 segundo de duración (Figura m2A-B) (en algunos experimentos, la Rent y el sag también 

se midieron en respuesta a un pulso de corriente de -200pA y 500ms). Se midió la amplitud 

de la sAHP como la diferencia entre el potencial de membrana antes de iniciar el pulso y el 

mínimo de voltaje observado luego de finalizar el pulso despolarizante de 140 pA (Figura 

m2C). Se definió la reobase como el menor pulso de corriente inyectado que generó al 
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menos un potencial de acción, de una serie de pulsos de corriente de 1 segundo de 

duración, desde +20 a +290 pA, cada 30pA (Figura m2D). Se midió el umbral del potencial de 

acción a partir de gráficos de fase del potencial de acción como el punto en el cual la 

derivada del potencial de membrana dV/dt se desvía de la media al menos por 5 desvíos 

estándar (Atherton y Bevan, 2005) (Figura m2E). Se midió el ancho del potencial de acción al 

50% de la amplitud, que fue medida desde el umbral al pico (Figura m2F). Se midió el 

umbral, el ancho y la amplitud del potencial de acción únicamente para el primer potencial 

de acción observado en la reobase. El número de potenciales de acción y el tiempo del 

último disparo se calcularon durante la respuesta a pulsos de corriente despolarizante de 

intensidad creciente (Δ30 pA) desde 20 pA a 290 pA. Para clasificar a las ICE en oscilatorias y 

de disparo regular, se utilizó entre 10 y 15 minutos de actividad espontánea registrada en 

configuración whole cell. La señal fue filtrada para eliminar los potenciales de acción, para 

obtener sólo las fluctuaciones subumbrales. Se calculó la variación del potencial de 

membrana como la diferencia entre los valores máximos y mínimos del potencial en 

ventanas de 5 segundos (Figura m2G-I). Dado que al inicio del registro las células se 

encuentran más despolarizadas, se descartó la porción inicial del registro hasta que el 

potencial de membrana promedio se mantuvo debajo de los -50mV. Se calculó el promedio 

de la variación del potencial de membrana de los 5 minutos que registraron mayores valores 

y se utilizó este valor como parámetro para clasificar las neuronas en dos grupos mediante 

un algoritmo de k-means. Las ICE pertenecientes al grupo que registró mayor amplitud de 

variación del potencial de membrana fueron consideradas oscilatorias, mientras que 

aquellas con menor variación fueron consideradas regulares. Se compararon los resultados 

de esta clasificación no supervisada con los de un observador ciego a la clasificación a quien 

se le pidió que clasifique las mismas neuronas en base a la simple observación se los 

registros. Se obtuvo un 93% de concordancia entre ambos métodos. Para los experimentos 

de dynamic clamp, las neuronas fueron clasificadas por un observador ciego dado que se 

contaba con un tiempo de registro muy corto para definir el patrón de actividad antes de 

aplicar los tratamientos.  
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Figura m2. Ilustración de las mediciones de las características electrofisiológicas de las ICE. A: Esquema de 

registro en configuración whole-cell. B: Arriba: respuesta de una ICE a un pulso de corriente de -10pA y 300ms. 
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Se muestra cómo se mide la resistencia de entrada (Rent). Abajo: Respuesta de una ICE a un pulso de -40pA y 

1s. Se muestra cómo se mide la amplitud del sag. C: Respuesta de una ICE a un pulso de 140pA y 1 segundo. Se 

muestra cómo se mide la amplitud de la sAHP. D: Ejemplo de pulsos de corriente subumbrales (negro) y el 

correspondiente a la reobase (rojo). E: Ejemplo de gráfico de fase de un potencial de acción: derivada en el 

tiempo (dV/dt) en función del potencial de membrana a lo largo del potencial de acción. F: Registro de un 

potencial de acción de una ICE. Se esquematiza la medición de la amplitud y ancho del potencial de acción. G-I: 

Descripción del criterio de clasificación de las ICE en oscilatorias y regulares en función de la amplitud de 

variación del potencial de membrana luego de filtrar los potenciales de acción. G y H son ejemplos de ICE 

clasificadas como oscilatorias. I es un ejemplo de ICE clasificada como regular. A la izquierda se muestran los 

registros originales y a la derecha el mismo registro luego de la aplicación de un filtro para eliminar los 

disparos. 

Para caracterizar la sumación temporal de entradas sinápticas excitatorias evocadas con 

estimulación eléctrica o con liberación de glutamato enjaulado, se midió la amplitud de los 

potenciales post-sinápticos excitatorios (EPSP) y se normalizó a la amplitud del primer EPSP. 

La AHP post estimulación se calculó como la diferencia entre el potencial de membrana 

antes de iniciar el tren de pulsos y el mínimo voltaje observado luego de finalizada la 

estimulación. 

3.2.3.2     Registros en configuración cell attached 

De los registros de actividad espontánea en configuración cell attached se calculó la 

frecuencia de disparo promedio, el coeficiente de variación del intervalo inter disparo (ISI, 

Inter Spike Interval) y los histogramas normalizados de la distribución de los ISI utilizando 

dos minutos de registro. Los histogramas se normalizaron al ISI máximo de cada célula. Para 

identificar el espectro de frecuencias características de las ICE oscilatorias, se identificaron 

las coordenadas temporales de cada disparo (durante 2 minutos) y se agruparon en 

ventanas de 10ms (bins). Esta nueva señal discreta fue convolucionada con un kernel 

Gaussiano (σ = 200ms) para obtener la función de densidad de disparos (SDF, Spike Density 

Function). Se eliminó la variación lineal de la SDF y se obtuvo la transformada rápida de 

Fourier (FFT, Fast Fourier Transform) de la SDF y la correspondiente potencia de cada 

frecuencia. Esta potencia se calculó como el cuadrado del valor absoluto de la FFT dividido 

por la longitud de la señal (que en este caso es la misma para todos los registros). 

3.2.3.3     Registros en modo voltage clamp 

Para construir las curvas I-V de IKir, los registros de corrientes evocadas por el protocolo 

correspondiente de rampa de voltaje fueron filtrados con un filtro pasabajo, remuestreados 

para reducir su tamaño y promediados (3 registros). La conductancia Kir se calculó como la 

pendiente de la curva I-V entre -110 y -120mV (zona de voltaje donde se encuentran 

abiertos todos los canales y la pendiente se vuelve constante a valores más negativos). La 

amplitud de la corriente Ih se calculó sustrayendo la corriente instantánea de la corriente 

registrada en el estado estacionario en respuesta a diferentes intensidades de pulso de 

voltaje. La curva de activación de Ih, , se estimó normalizando la corriente de cola 
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registrada 50ms luego de cada pulso de voltaje variable y medida al inicio de un post-pulso a 

voltaje constante de -100mV utilizando la siguiente ecuación (Kanyshkova et al., 2009): 

 

Donde  es la corriente de cola evocada por el pulso de -40mV medida a -100mV y  

es la corriente de cola evocada por el pulso de -130mV.  es la corriente de cola desde los 

pulsos variables (entre -40mV y -130mV). Ileak se estimó como la corriente instantánea 

evocada por los pulsos de voltaje del mismo protocolo usado para medir Ih. La conductancia 

de leak se calculó como la pendiente de la curva I-V de Ileak (esto es entre -40mV y -130mV). 

Las constantes de tiempo de activación de Ih se aproximaron ajustando una curva 

biexponencial al registro de corriente evocada por un pulso de voltaje de 3.5s y -130mV 

desde un potencial de -40mV utilizando la siguiente ecuación: 

 

Donde  es la corriente,  es tiempo, ,  y  son los coeficientes de la exponencial y  

y  son las constantes de activación rápida y lenta. Las constantes de deactivación de Ih se 

aproximaron ajustando la misma función biexponencial a los registros de corriente evocada 

por un pulso de voltaje de 5 segundos a -80mV que siguió a un pulso de 1 segundo a -130mV 

(desde un potencial de holding de -40mV). Se utilizó la misma ecuación, solo que en este 

caso  y  son las constantes de tiempo (rápida y lenta) de deactivación. 

3.2.4 Análisis estadísticos 

Se evaluó la normalidad y homocedasticidad de los datos, y se utilizaron pruebas no 

paramétricas cuando estos criterios no se cumplieron. Los análisis utilizados se detallan en 

los pies de figura correspondientes. Se utilizó un nivel de significancia de p<0.05 y todos los 

datos se expresaron en media ± EE (error estándar) a menos que se indique lo contrario. 

Para las pruebas estadísticas se utilizó GraphPad Prism versión 6 y rutinas de MATLAB. Se 

utilizaron correcciones Sidak para comparaciones múltiples (o Dunn’s para el caso de 

pruebas no paramétricas). 
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4 CAPITULO I 

Alteraciones electrofisiológicas de las ICE en un modelo animal de 

la EP tratado con L-DOPA 

En este Capítulo I se caracterizó la electrofisiología de las ICE en un modelo animal de la EP 

luego de un tratamiento con L-DOPA.  

4.1 Modelo animal de la EP 

Para estudiar las alteraciones de las ICE inducidas por un tratamiento crónico con L-DOPA se 

empleó un modelo animal experimental de la EP utilizado con anterioridad en el laboratorio 

(Escande et al., 2016; Keifman et al., 2019; Tubert et al., 2016). Con el objetivo de facilitar la 

identificación de las células colinérgicas, se utilizaron ratones transgénicos en los que la 

proteína fluorescente tdTomato se expresa bajo el control de las secuencias regulatorias del 

gen ChAT (Cholin-Acetil Transferasa) mediante la cruza de ratones ChAT-Cre, en los que las 

secuencias regulatorias de ChAT dirigen la expresión de la recombinasa Cre, con ratones 

reporteros de la presencia de la recombinasa Cre mediante la proteína fluorescente 

tdTomato (Ver Materiales y Métodos). Los ratones obtenidos se denominan ChAT-Cre;tdT. 

Ratones ChAT-Cre;tdT fueron lesionados con la toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) para 

inducir la degeneración de las neuronas dopaminérgicas, o vehículo (para los ratones con 

lesión simulada, sham), y tratados crónicamente con L-DOPA o vehículo. La 6-OHDA (o 

vehículo) se inyectó en el haz medial del cerebro anterior (MFB, por sus siglas en inglés) del 

hemisferio izquierdo de ratones hembras ChAT-Cre;tdT adultas. Cuatro semanas después de 

la cirugía, se realizaron tres ensayos conductuales que permitieron evaluar el déficit motor 

asociado al parkinsonismo (Escande et al., 2016) en los tres grupos experimentales que 

quedan definidos: sham (con lesión simulada), parkinsonianos o “Park” (con lesión 

dopaminérgica tratados con vehículo) y discinéticos o “Dysk” (con lesión dopaminérgica 

tratados con L-DOPA) (Figura r1A). Cabe notar que estos ensayos para evaluar el grado de 

lesión se realizaron antes de que los animales reciban L-DOPA o vehículo. El primer ensayo 

consistió en la exploración libre de una arena abierta (open field) durante 15 minutos que 

permitió evaluar la proporción de rotaciones ipsilaterales al hemisferio lesionado en 

relación al número total de rotaciones. Los ratones lesionados con 6-OHDA (que 

constituirán los grupos parkinsoniano y discinético, pero que en el momento de esta 

evaluación conductual fueron equivalentes) presentaron una preferencia de rotación hacia 

el lado ipsilateral con respecto a los animales sham (Figura r1B-C). El segundo ensayo 

consistió en una exploración de un cilindro de acrílico transparente, en el que se analizó el 

uso de las extremidades anteriores durante cinco minutos de exploración vertical de las 

paredes del cilindro. Los animales lesionados usaron menos la pata contralateral en relación 
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a los animales sham (Figura r1D-E). Finalmente, el ensayo del rotarod acelerado permitió 

evaluar la coordinación motora de animal. En este ensayo, el animal debe mantenerse sobre 

un rodillo que incrementa su velocidad de rotación con aceleración constante y se mide la 

latencia a la caída. El ensayo se repitió cinco veces con un descanso de cinco minutos entre 

cada uno. Los animales lesionados lograron mantenerse menos tiempo sobre el rodillo que 

los animales sham (Figura r1F-G). Para confirmar la lesión dopaminérgica, luego de realizar 

el experimento de electrofisiología, se evaluó la inmunorreactividad contra la enzima 

tirosina hidroxilasa (TH), enzima clave en la síntesis de catecolaminas, en sustancia nigra 

pars compacta (SNc). Los animales con lesión 6-OHDA presentaron una marcada 

disminución de neuronas TH+ (Figura r1H).  

Luego de las tres pruebas conductuales, los animales lesionados con 6-OHDA fueron 

aleatoriamente divididos en dos grupos. Un grupo recibió un tratamiento de 12mg/kg de L-

DOPA combinada con 12mg/kg de benserazida, un inhibidor de la enzima DOPA-

descarboxilasa periférica. El otro grupo recibió sólo vehículo. El tratamiento con L-DOPA o 

vehículo consistió en una dosis diaria durante 14 días consecutivos. Con estas dosis de L-

DOPA, los animales severamente denervados generan discinesias desde el primer día de 

exposición a la L-DOPA. El efecto agudo pro-discinético dura 2-3 horas desde el momento de 

la inyección. Para cuantificar el grado de discinesias desarrolladas por lo animales, se 

evaluaron los movimientos anormales involuntarios (AIM, Abnormal Involuntary 

Movements) durante un minuto y cada 20 minutos hasta cumplidas dos horas desde la 

inyección de L-DOPA. Este puntaje se realizó de acuerdo a una escala publicada y 

ampliamente utilizada en la literatura (Cenci y Lundblad, 2007) los días 1, 4, 8 y 12 de 

tratamiento y se puntuaron movimientos anormales involuntarios axiales, de pata y 

orofaciales (Ver Materiales y Métodos). Los animales que recibieron L-DOPA obtuvieron 

puntajes altos de AIM, mientras que los animales que recibieron vehículo no desarrollaron 

discinesias (Figura r1I). 

Si bien con esta dosis alta de L-DOPA los animales lesionados desarrollaron discinesias desde 

el día 1 de tratamiento, la curva de puntaje de AIM no se comportó igual a lo largo del 

tratamiento de 14 días. De hecho, los animales alcanzaron puntajes de AIM máximos más 

altos durante el día 12 de tratamiento en comparación con el día 1 (Figura r1J). Esto es 

consistente con la observación de que la exposición repetida a la L-DOPA en pacientes y en 

modelos animales induce sensibilización que se manifiesta como una respuesta exacerbada 

a la L-DOPA y a agonistas dopaminérgicos (Delfino et al., 2004; Keifman et al., 2019). 

Además, la respuesta a la L-DOPA fue más rápida (se adelantó en el tiempo) y el efecto de la 

L-DOPA duró menos en el día 12 de tratamiento en comparación con el día 1 (Figura r1K), lo 

que recuerda el acortamiento de la respuesta a la L-DOPA en pacientes durante el curso de 

un tratamiento crónico (más conocido como wearing off) (Jankovic, 2005; Quinn et al., 

1982). 
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Figura r1. Caracterización conductual del modelo animal de la EP. A: Descripción esquemática del diseño 

experimental. B: Foto de un ratón durante el ensayo de exploración de una arena abierta (open field). C: 

Número de rotaciones ipsilaterales sobre el número de rotaciones totales durante la exploración de una arena 

abierta para animales sham, parkinsonianos (Park) y discinéticos (Dysk). ANOVA de una vía significativo, 

comparaciones post-hoc: ****p<0.0001. D: Foto de un ratón en la prueba del cilindro. E: Índice de asimetría 

de pata: proporción del uso de la pata contralateral a la lesión. ANOVA de una vía significativo, comparaciones 

post-hoc: ****p<0.0001. F: Foto de ratones realizando el test del rotarod. G: Latencia a la caída de un rotarod 

acelerante. ANOVA de dos vías, efecto de tratamiento: ****p<0.0001. H: Inmunorreactividad contra tirosina 

hidroxilasa en cortes de área tegmental ventral (VTA) y sustancia nigra compacta (SNc) de ratones sham y 

lesionados con 6-OHDA. I: Puntaje de movimientos anormales involuntarios (AIM) en ratones lesionados con 

6-OHDA tratados con vehículo o con L-DOPA. ANOVA de dos vías, interacción significativa, comparaciones 

post-hoc (20min y 120min): **p<0.01, ****p<0.0001. El grupo vehículo fue excluído del ANOVA. J: 

Comparación del puntaje de movimientos anormales involuntarios máximo alcanzado durante el día 1 y el día 

12 de tratramiento. Prueba de T pareada. ***p<0.001. K: Comparación del tiempo post inyección de L-DOPA 

en el que se registró el máximo puntaje de AIM entre el día 1 y 12 de tratamiento. Prueba de T pareada. 

****p<0.0001. N>29 ratones por grupo. Se muestra la media ± EE. NOTA: en B-G los ensayos fueron realizados 

antes del tratamiendo con L-DOPA (Dysk) o vehículo (Park), por lo que los grupos Park y Dysk son animales 

lesionados con 6-OHDA que aún no fueron tratados.   
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4.2 Las ICE de ratones discinéticos están hiperexcitables y oscilatorias 

Los animales recibieron L-DOPA o vehículo hasta el día 14 (inclusive). El día 15 no recibieron 

L-DOPA o vehículo y se realizó el experimento de electrofisiología. Es importante señalar 

que los experimentos se realizaron 24 horas después de la última dosis, es decir fuera del 

efecto agudo de la L-DOPA y cuando ésta ya no se detecta en plasma ni en líquido 

cefalorraquídeo (Zhang et al., 2003).  

Se registraron ICE de la región dorsolateral del estriado, que corresponde a la región 

motora. A menos que se indique lo contrario, todos los experimentos se realizaron en 

presencia de bloqueantes de la transmisión GABAérgica (picrotoxina) y glutamatérgica 

(CNQX ó NBQX) en el ACSF (solución de registro) para minimizar la influencia de efectos 

sinápticos y estudiar la actividad intrínseca de las ICE (Figura r2A).  

Como se describió previamente (ver Introducción), las ICE presentan propiedades 

electrofisiológicas distintivas en registros en rodajas incluso en presencia de bloqueantes de 

la transmisión sináptica (Bennett y Wilson, 1999; Paz et al., 2018; Sanchez et al., 2011; 

Tubert et al., 2016): actividad tónica espontánea, un sag en respuesta a inyecciones de 

corriente hiperpolarizante, una despolarización “rebote” al final de un pulso de corriente 

hiperpolarizante, una sAHP (slow after hyperpolarization) al final de un pulso de corriente 

despolarizante y adaptación de frecuencia y en ocasiones un cese en el disparo de 

potenciales de acción, conocido como “acomodación”, en respuesta a inyecciones de 

corriente despolarizante supraumbrales (Figura r2B).  

Trabajos previos reportaron que las ICE de ratas y ratones lesionados con 6-OHDA se 

encuentran hiperexcitables: disparan más potenciales de acción en respuesta a pulsos de 

corriente despolarizante en comparación con las ICE de ratones sham. Para evaluar el efecto 

de un tratamiento crónico con L-DOPA que generó discinesias sobre la excitabilidad de las 

ICE, se registró en whole-cell current clamp la respuesta de las ICE de los tres grupos 

experimentales a pulsos de corriente despolarizante de 1 segundo y de intensidad creciente. 

Consistente con trabajos previos (Sanchez et al., 2011; Tubert et al., 2016), las ICE de 

ratones parkinsonianos se encuentraron hiperexcitables, evidenciado como un aumento del 

número de potenciales de acción y del tiempo de ocurrencia del último potencial de acción 

en respuesta a las inyecciones de corriente en comparación con ICE de ratones sham. 

Además, se encontró que las ICE de ratones discinéticos tienen marcadamente exacerbada 

esta excitabilidad y presentan una disminución de la corriente de reobase (Figura r2C-F).  
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Figura r2. Las ICE de ratones discinéticos están hiperexcitables. A: Ilustración del experimento de 

electrofisiología. B: Imagen de una ICE con microscopía de fluorescencia y ejemplos de registros de actividad 

tónica y de respuesta a pulsos de corriente. C: Comparación de la corriente de reobase en ICE de ratones 

sham, parkinsonianos (Park) y discinéticos (Dysk). ANOVA de una vía significativo, comparaciones post-hoc: 

**p<0.01, ****p<0.0001. D: Registros representativos de respuesta a inyecciones de corriente de ICE de 

ratones sham, parkinsonianos (Park) y discinéticos (Dysk). Se indica con flechas el tiempo del último disparo. E-

F: Comparación del número de potenciales de acción (E) y del tiempo del último disparo (F) en respuesta a 

pulsos de corriente despolarizante de diferente intensidad. E: ANOVA de dos vías, interacción significativa, 

comparaciones post-hoc (pulso 290pA): *p<0.05, ****p<0.0001. F: ANOVA de dos vías, efecto de grupo 

significativo, comparaciones post-hoc (pulso 290pA): **p<0.01, ****p<0.0001. N>56 células de >17 animales 

por grupo. Se muestra la media ± EE. 

Tal como reportaron Tubert et al., 2016, la degeneración dopaminérgica no indujo cambios 

en otras propiedades electrofisiológicas de las ICE, como el umbral de disparo, la amplitud y 

ancho del potencial de acción, la resistencia de entrada (Rent) o la amplitud del sag y de la 

sAHP, con pequeños cambios en el potencial de reposo (Figura r3A-D). Sin embargo, luego 

del tratamiento con L-DOPA las ICE exhibieron un marcado aumento de la Rent (Figura r3E-F) 

acompañado por un aumento de las amplitudes del sag y de la sAHP (Figura r3G-J). 

Notablemente, las amplitudes del sag y de la sAHP correlacionaron fuertemente con la 

amplitud de la Rent (Figura r3K) sugiriendo que el aumento de Rent, sag y sAHP en animales 

discinéticos probablemente responda a un mecanismo común. Para estudiar si estos 

cambios son dependientes del voltaje en el que se miden, se repitieron las mediciones de 

Rent y de amplitud del sag utilizando un pulso de corriente hiperpolarizante de mayor 

intensidad (-200pA) que lleva al potencial de membrana a valores mucho mas 

hiperpolarizados que los pulsos de -10pA y -40pA estándar utilizados para medir Rent y sag 

respectivamente. Se observó que tanto la Rent como la amplitud del sag no difieren entre 
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grupos experimentales si se miden utilizando el pulso de -200pA (Figura r3L-O). Esto indica 

que los aumentos de Rent, sag y probablemente también de la sAHP en animales discinéticos 

responden a fenómenos que muestran dependencia del voltaje. 

 

Figura r3. Comparación de propiedades electrofisiológicas de las ICE de animales sham, parkinsonianos 

(Park) y discinéticos (Dysk). A: Comparación del potencial de reposo. B: Comparación del umbral de disparo. 

C: Comparación de la amplitud del potencial de acción (PA). D: Comparación del ancho del potencial de acción. 

E: Ejemplo de la medición de la resistencia de entrada (Rent) con un pulso de -10pA. F: Comparación de la 

resistencia de entrada. G: Ejemplo de la medición del sag en respuesta a un pulso de -40pA. H: Comparación 

de la amplitud del sag. I: Ejemplos de medición de la sAHP. J: Comparación de la amplitud de la sAHP. K: 

Relación entre sag o sAHP y resistencia de entrada. Correlación de Pearson: R2
sag=0.55, R2

sAHP=0.53, p<0.0001. 

L: Ejemplo de la medición de la resistencia de entrada con un pulso de -200pA. M: Comparación de la 

resistencia de entrada medida con un pulso de -200pA. N: Ejemplo de medición del sag en respuesta a un 

pulso de -200pA. O: Comparación de la amplitud del sag en respuesta a un pulso de -200pA. A, F, H, J: ANOVA 

de una vía, comparaciones post-hoc: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. B, C, D, M, O: ANOVA de 

una vía, NS. N>56 células de >17 animales por grupo. Se muestra la media ± EE. 

Además de la excitabilidad y las características electrofisiológicas, se estudiaron también los 

patrones de actividad espontánea de las ICE en los tres grupos experimentales. Como se 
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describió (ver Introducción), las ICE presentan diferentes patrones de disparo: pueden 

presentar un patrón de disparo rítmico regular (con disparos de potenciales de acción a 

intervalos regulares), un patrón en salvas de potenciales de acción acompañadas de pausas, 

o un patrón con disparos a intervalos irregulares acompañados de prominentes oscilaciones 

subumbrales. Tanto en el patrón en salva-pausa como en el irregular, las ICE presentan 

prominentes hiperpolarizaciones regenerativas que dan lugar a amplias oscilaciones del 

potencial de membrana capaces de alcanzar 20 mV de amplitud (Wilson, 2005; Wilson y 

Goldberg, 2006). Sólo una pequeña proporción de ICE muestran este tipo de actividad 

oscilatoria, que persiste en presencia de bloqueantes de la transmisión dopaminérgica, 

colinérgica, glutamatérgica y GABAérgica, sugiriendo que existen mecanismos intrínsecos 

que la generan (Bennett y Wilson, 1999). Estudios ex vivo demostraron que la degeneración 

dopaminérgica no afecta la regularidad, patrón o frecuencia de disparo de las ICE (Ding 

et al., 2006; Maurice et al., 2015; Sanchez et al., 2011), aunque resta aclarar si la actividad 

espontánea de las ICE se ve modificada luego de un tratamiento crónico con L-DOPA. Para 

responder a ello, se registró la actividad espontánea de las ICE en configuración whole-cell. 

Para identificar de manera no sesgada las ICE con actividad oscilatoria, se utilizó un 

algoritmo de clasificación no supervisada que utiliza como parámetro de entrada la 

amplitud de la fluctuación subumbral del potencial de membrana (ver Materiales y 

Métodos). Las neuronas fueron clasificadas en dos grupos: oscilatorias (con mayor amplitud 

de fluctuación del potencial de membrana) y de disparo regular (con menor amplitud de 

fluctuación). Se observó que los animales discinéticos presentan una mayor proporción de 

ICE oscilatorias en comparación con animales sham y parkinsonianos (Figura r4A-B). 

 

Figura r4. Los animales discinéticos presentan una mayor proporción de ICE oscilatorias. A: Tres ejemplos 

representativos de registros de actividad espontánea de ICE con actividad oscilatoria y tres de ICE con disparo 

regular, para diferentes frecuencias de disparo promedio. B: Proporción de ICE con actividad oscilatoria en 

cada grupo experimental. Prueba exacta de Fisher: **p<0.01, ***p<0.001. El número de células por grupo se 

muestra en blanco sobre las barras. >17 animales por grupo. 
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4.3 Las ICE oscilatorias amplifican respuestas a estímulos hiperpolarizantes 

Cabe destacar que la Rent y la amplitud del sag y de la sAHP comparten la particularidad de 

ser parámetros que describen hiperpolarizaciones del potencial de membrana (ver Figura 

r3E, G, I). Dado que las ICE oscilatorias presentan como característica distintiva amplias 

hiperpolarizaciones regenerativas, evaluamos la posibilidad de que los incrementos en la 

Rent y en la amplitud del sag y de la sAHP compartan el mismo mecanismo que subyace a la 

actividad oscilatoria. Para ello se compararon los parámetros electrofisiológicos de las ICE 

oscilatorias y regulares en los tres grupos experimentales (Figura r5). Se encontró que las 

ICE oscilatorias presentan mayor Rent y amplitud del sag y de la sAHP que las ICE de disparo 

regular (Figura r5A-C), consistente con la hipótesis de que el aumento en estos tres 

parámetros responde a una amplificación de respuestas hiperpolarizantes. Curiosamente, 

las ICE oscilatorias exhibieron además una corriente de reobase más chica que las ICE 

regulares (Figura r5D), mientras que el resto de los parámetros estudiados no difirieron 

entre ambos grupos (Figura r5E-J).  

 

Figura r5. Las ICE oscilatorias amplifican hiperpolarizaciones. A-D: Comparación de resistencia de entrada 

medida con un pulso de -10pA (A), sag medido con un pulso de -40pA (B), sAHP (C) y corriente de reobase (D) 

entre ICE oscilatorias y de disparo regular de animales sham, parkinsonianos (Park) y discinéticos (Dysk). 

ANOVA de dos vías, efecto de tipo celular (oscilatoria vs regular): **p<0.01, ****p<0.0001. C: Interacción 

significativa, comparaciones post-hoc: **p<0.01. E-J: Comparación de potencial de reposo (E), resistencia de 

entrada medida con un pulso de -200pA (F), sag medido con un pulso de -200pA (G), umbral de disparo (H), 

amplitud del potencial de acción (PA) (I) y ancho del potencial de acción (J). ANOVA de dos vías, NS. N>56 

células de >17 animales por grupo. Se muestra la media ± EE. 

Por otro lado, las ICE con actividad oscilatoria mayormente no se distinguieron de las de 

disparo regular por su respuesta a pulsos de corriente supraumbrales, dado que sólo se 
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encontró una excitabilidad levemente mayor en ICE de disparo regular que en ICE 

oscilatorias en la respuesta a pulsos de corriente en animales discinéticos (Figura r6A-C).  

 

Figura r6. La exacerbada respuesta a pulsos de corriente supraumbrales no se relaciona con la actividad 

oscilatoria. A-C: Ejemplos de respuesta de ICE oscilatoria (arriba) y de disparo regular (abajo) a un pulso de 

corriente de -40pA (gris) y otro de +140pA (color) y comparación del número de potenciales de acción (PAs) en 

función de la intensidad del pulso de corriente entre ICE oscilatorias y regulares de animales sham (A), 

parkinsonianos (B) y discinéticos (C). La flecha y cabeza de flecha indican el aumento del sag y de la sAHP 

respectivamente en las ICE oscilatorias. A, B: ANOVA de dos vías, NS. C: ANOVA de dos vías, interacción 

significativa, comparación post-hoc (pulso 290pA): *p<0.05. N>56 células de >17 animales por grupo. Se 

muestra la media ± EE. 

Los resultados presentados hasta el momento demuestran que luego del tratamiento 

crónico con L-DOPA, las ICE exacerban su hiperexcitabilidad y muchas de ellas se vuelven 

oscilatorias. Estas oscilaciones parecen estar relacionadas con un mecanismo de 

amplificación de hiperpolarizaciones inducidas o espontáneas (Rent, sag y sAHP) y son 

independientes de la exacerbada respuesta a pulsos de corriente despolarizante.  

4.4 Las ICE de ratones discinéticos conservan su patrón salva-pausa en registros 

cell attached 

Estudios previos reportaron que el proceso de diálisis del contenido intracelular durante los 

registros en configuración whole-cell podría permitir la aparición de fenómenos de escasa 

relevancia fisiológica (Lahiri y Bevan, 2020). Para descartar esta posibilidad, se realizaron 

registros en configuración cell-attached de la actividad tónica espontánea de ICE de ratones 

sham y discinéticos, en presencia de bloqueantes de la transmisión glutamatérgica y 

GABAérgica (Figura r7A). Estos registros permitieron estudiar la actividad tónica sin 

modificar el contenido intracelular. De manera consistente con lo observado en los registros 

en whole-cell, los ratones discinéticos presentaron una mayor proporción de ICE con disparo 

en salvas en comparación con el grupo sham (3 de 19 células en el grupo sham y 12 de 19 

células en el grupo discinético; p=007, test exacto de Fisher) (Figura r7B-D) así como un 

aumento en la irregularidad de los disparos, evidenciado por un mayor coeficiente de 

variación del intervalo entre espigas (Figura r7E). Trabajos previos encontraron que las ICE 

con mayor frecuencia de disparo muestran una mayor regularidad de disparo (Bennett 

et al., 2000; Bennett y Wilson, 1999). Consistentemente, se encontró una correlación 
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negativa entre el coeficiente de variación del intervalo entre disparos y la frecuencia media 

de disparo de las ICE de ratones sham (Figura r7F). Cabe preguntarse entonces si la menor 

regularidad de disparo de las ICE de animales discinéticos se relaciona con una disminución 

en la frecuencia de disparo. Sin embargo, y contrario a esta hipótesis, las ICE de ratones 

discinéticos presentaron una frecuencia media de disparo más alta en comparación con el 

grupo sham (Figura r7G). Asimismo, las ICE de animales discinéticos perdieron la correlación 

entre el coeficiente de variación del intervalo entre disparos y la frecuencia media de 

disparo (Figura r7H).  

Finalmente, para identificar los componentes frecuenciales en los que se producen estas 

oscilaciones, se convirtieron los registros en cell attached en funciones de densidad de 

disparos (SDF, Spike Density Function) mediante la convolución de los disparos con un kernel 

gaussiano (Figura r7I). La función resultante (SDF) funciona como un indicador de la 

densidad de disparos en el tiempo, y permite realizar un análisis frecuencial a partir del 

estudio de la densidad espectral de la transformada rápida de Fourier (FFT) dado que se 

trata de una señal continua. Mediante este análisis se identificó una clara emergencia de 

oscilaciones lentas en las ICE de animales discinéticos (Figura r7I). 

En conjunto, estos resultados demuestran que las ICE de animales discinéticos muestran 

mayor actividad oscilatoria en torno a los 0.6Hz y un aumento de la irregularidad en su 

actividad espontánea en comparación con ICE de animales sham, que está asociado a un 

aumento en la actividad en salvas y disociado de la frecuencia media de disparo. Además, 

estos datos refuerzan los resultados de los experimentos en configuración whole cell, 

descartando que la diálisis del contenido intracelular conduzca a fenómenos poco 

fisiológicos. 
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Figura r7. Las ICE de animales discinéticos disparan en salvas de manera periódica. A: Esquema del 

experimento en configuración cell attached. B: Registros representativos en configuración cell attached en ICE 

de animales sham (arriba) y discinéticos (Dysk, abajo). C-D: Histogramas normalizados del intervalo inter 

disparos (ISI, Inter Spike Interval) normalizado para ICE de ratones sham con disparo regular (C) y para ICE de 

ratones discinéticos con disparo en salvas (D). E: Comparación del coeficiente de variación (CV) del intervalo 

inter disparos entre ICE de animales sham y discinéticos. Prueba de Mann-Whitney: ***p<0.001 (se muestra 

mediana ± RIC). F: Coeficiente de variación del ISI en función de la frecuencia de disparo promedio para ICE de 

ratones sham. Correlación de Pearson: R2=0.22, p<0.05. G: Comparación de la frecuencia de disparo promedio 

entre ICE de ratones sham y discinéticos. Prueba de T: *p<0.05 (se muestra media ± EE). H: Coeficiente de 

variación del ISI en función de la frecuencia de disparo promedio para ICE de ratones discinéticos. Correlación 

de Pearson: R2=0.03, p=0.4678. I: Descripción del análisis para obtener la potencia de cada componente 

frecuencial de la transformada rápida de Fourier (FFT) de las funciones de densidad de disparos (SDF, Spike 

Density Function). A la izquierda y al medio se muestran ejemplos representativos de ICE de animales sham y 

discinético, y a la derecha se muestran los espectros de potencia poblacionales. N=19 células por grupo.  

4.5 La estimulación de receptores D1/D5 en ratones control reproduce los 

efectos del tratamiento con L-DOPA 

Los resultados expuestos hasta aquí revelan que la exposición crónica a la L-DOPA induce 

alteraciones en las ICE que dan lugar a una exacerbada hiperexcitabilidad y a un aumento de 
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la actividad espontánea oscilatoria. En esta sección se intentarán identificar los mecanismos 

por los cuales L-DOPA podría inducir estos efectos en las ICE.  

Existe evidencia sólida que demuestra que la estimulación de los receptores D1/D5 para 

dopamina en el estriado es necesaria y juega un papel clave en el desarrollo de discinesias 

inducidas por L-DOPA (Darmopil et al., 2009; Halje et al., 2012; Murer y Moratalla, 2011). 

Las ICE expresan receptores para dopamina de D2 y D5. Mientras que la estimulación de 

receptores D2 inhibe la actividad tónica de las ICE (Maurice et al., 2004), la estimulación de 

receptores D5 aumenta su excitabilidad (Aosaki et al., 1998). No obstante, resta determinar 

si la estimulación de receptores para dopamina tiene efecto sobre el patrón de disparo de 

las ICE. Para ello, se evaluaron los efectos de incluir en el baño de registro agonistas y 

antagonistas dopaminérgicos sobre la actividad espontánea y respuesta de las ICE a pulsos 

de corriente (Figura r8A). En animales control (sin lesión simulada), el agonista selectivo 

para receptores de tipo D1/D5, SKF81297, incrementó marcadamente y de manera 

dependiente de la concentración la excitabilidad de las ICE (Figura r8B-C). La pre-inclusión 

del antagonista D1/D5, SCH23390, previno estos efectos, confirmando la especificidad del 

agonista D1/D5 (Figura r8D-E). Asimismo, SKF81297 (2µM) también incrementó la Rent y la 

amplitud del sag y de la sAHP e indujo oscilaciones del potencial de membrana en 6 de las 

11 células registradas (Figura r8F-G y Tabla 1). Nuevamente la pre-aplicación de SCH23390 

previno estos efectos (Figura r8F-G y Tabla 2). 

En resumen, estos datos muestran que la exposición aguda de las ICE a agonistas D1/D5 

induce hiperexcitabilidad y actividad oscilatoria, es decir un fenotipo semejante al 

observado en ratones discinéticos 24 horas después de la finalización de un tratamiento con 

L-DOPA de 14 días de duración, sugiriendo que este fenotipo es resultado de la estimulación 

de receptores D1/D5 durante el tratamiento con L-DOPA. 
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Figura r8. La estimulación D1/D5 induce hiperexcitabilidad y oscilaciones en ICE de ratones control. A: 

Esquema del experimento en el que se agregaron agonistas y antagonistas de receptores D1/D5 en el ACSF. B: 

Registros representativos de ICE en respuesta a pulsos de corriente despolarizante de 140pA en condiciones 

control (ACSF) y luego del agregado de diferentes concentraciones de SKF81297. C: Número de potenciales de 

acción (PAs) en función de la intensidad del pulso de corriente despolarizante antes y después del agregado de 

diferentes concentraciones de SKF81297 en ICE de animales control. ANOVA de dos vías, interacción 

significativa, comparaciones post-hoc (pulso 290pA): **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. El número de 

células se indica entre paréntesis. D: Registros representativos de ICE de ratones control en respuesta a 

inyecciones de corriente antes y después del agregado de SKF81297 (2µM) sin SCH23390 (arriba) o en 

presencia de SCH23390 (abajo). La flecha y cabeza de flecha indican el aumento del sag y de la sAHP 

respectivamente luego del agregado de SKF81297. E: Número de potenciales de acción en función del tiempo 

del último disparo en respuesta a un pulso de corriente despolarizante de 140pA luego del agregado de 

SKF81297 (2µM) en presencia o en ausencia de SCH23390. ANOVA de dos vías, interacción significativa, 

comparaciones post-hoc (pulso 290pA): ****p<0.0001. El número de células por grupo se indica entre 

paréntesis. F: Comparación de la resistencia de entrada antes y después del agregado de SKF81297 (2µM) en 

presencia o ausencia de SCH23390 (10µM). ANOVA de dos vías, interacción significativa, comparaciones post-

hoc: **p<0.01. G: Proporción de ICE que oscilan luego del agregado de SKF81297 (2µM) en presencia o 

ausencia de SCH23390 (10µM). El número de células en cada grupo se indica en blanco sobre las barras. 

Prueba exacta de Fisher: *p<0.05. >3 animales por grupo. Se muestra la media ± EE. 

Tabla 1: Propiedades electrofisiológicas de las ICE antes y después de aplicar SKF81297 

2µM 

Propiedad ACSF +SKF p valor 

Potencial de reposo (mV) -64.5±1.4 -60.3±1.4 0.0098 

Resistencia de entrada (MΩ) 196.4±16.7 440.6±93.3 0.0010 

Sag (mV) 2.4±0.5 5.5±1.0 0.0039 

sAHP (mV) 6.1±1.0 10.5±1.4 0.0024 

Latencia sAHP (ms) 126.7±22.4 128.5±23.7 0.4131 

Reobase (pA) 104.5±10.6 44.6±7.9 0.0004 

Umbral (mV) -43.5±1.5 -41.9±1.6 0.0585 

Amplitud del 1er disparo (mV) 73.9±1.5 67.4±1.9 0.0049 

Ancho del 1er disparo (ms) 1.4±0.05 1.5±0.07 0.0251 
Los p-valores corresponden a la prueba de T pareada. En negrita se indica que se alcanzó significancia 

estadística. 

Tabla 2: Propiedades electrofisiológicas de las ICE antes y después de aplicar SKF81297 

2µM en presencia de SCH23390 10µM 

Propiedad ACSF (+SCH) +SKF (+SCH) p valor 

Potencial de reposo (mV) -63.8±1.2 -65.8±1.0 0.0844 

Resistencia de entrada (MΩ) 302.4±33.1 294.1±27.8 0.7738 

Sag (mV) 6.4±0.9 4.6±0.6 0.0555 

sAHP (mV) 13.3±1.2 11.2±1.2 0.1161 

Latencia sAHP (ms) 84.3±7.5 106.1±18.9 0.5604 

Reobase (pA) 46.3±8.9 57.5±4.9 0.1970 
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Umbral (mV) -43.2±0.5 -42.8±0.7 0.3262 

Amplitud del 1er disparo (mV) 74.2±2.4 68.3±2.8 0.0078 

Ancho del 1er disparo (ms) 1.4±0.04 1.5±0.05 0.0038 
Los p-valores corresponden a la prueba de T pareada. En negrita se indica que se alcanzó significancia 

estadística. 

4.6 Antagonizar los receptores D1/D5 en animales discinéticos no revierte los 

efectos de la L-DOPA 

El efecto agudo pro-discinético de la L-DOPA dura entre 2 y 3 horas (ver Figura r1). De 

hecho, los niveles de L-DOPA en plasma y en líquido cefalorraquídeo se vuelven 

indetectables luego de 6 horas post-inyección (Zhang et al., 2003). Dado que los registros 

mostrados hasta aquí fueron realizados 24 horas después de la última dosis de L-DOPA, es 

poco probable que los efectos observados del tratamiento con L-DOPA sobre las ICE se 

deban a la estimulación de receptores para dopamina durante el transcurso del 

experimento por la presencia de dopamina remanente en la rodaja. No obstante, para 

descartar esta posibilidad, se registraron ICE de ratones discinéticos bajo los efectos del 

antagonista D1/D5, SCH23390. Se incubaron rodajas de estriado de ratones discinéticos 

durante 20 minutos con ACSF o ACSF+SCH23390 (10µM) y en estas condiciones se registró 

la actividad espontánea de las ICE y su respuesta a pulsos de corriente. Se encontró que la 

aplicación aguda de SCH23390 no revierte la exacerbada hiperexcitabilidad y actividad 

oscilatoria ya establecida como consecuencia del tratamiento crónico con L-DOPA (Figura 

r9A-E y Tabla 3).   

Estos datos sugieren que el fenotipo de hiperexcitabilidad y oscilaciones inducido por el 

tratamiento crónico con L-DOPA no es causado por la activación de receptores para 

dopamina durante el experimento, sino que probablemente sea el resultado de cambios 

plásticos inducidos por la estimulación crónica de receptores D1/D5 a lo largo del 

tratamiento con L-DOPA. 

 

Figura r9. EL bloqueo D1/D5 no revierte la hiperexcitabilidad y oscilaciones en ICE de ratones discinéticos. A: 

Esquema del experimento. B: Ejemplos representativos de la respuesta de ICE de ratones discinéticos en 

presencia de ACSF (arriba) o luego de la aplicación de SCH23390 (SCH, abajo). C: Número de potenciales de 

acción (PAs) en función de la intensidad del pulso de corriente en ICE de ratones discinéticos en condiciones 
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control (ACSF) o con SCH23390 (SCH). ANOVA de dos vías, NS. D: Ejemplos representativos de registros de 

actividad espontánea de ICE de ratones discinéticos en condiciones control (ACSF) o en presencia de SCH23390 

(SCH). E: Comparación del número de ICE osciladoras en cada condición. Prueba exacta de Fisher, NS. El 

número de células por grupo se muestra en blanco sobre las barras. N=12 células de >3 animales por grupo. Se 

muestra la media ± EE. 

Tabla 3: Propiedades electrofisiológicas de ICE de ratones discinéticos en presencia o 

ausencia de SCH23390 10µM 

Propiedad ACSF SCH p valor 

Potencial de reposo (mV) -58.9±0.8 -59.2±1.3 0.8405 

Resistencia de entrada (MΩ) 438.7±58.8 520.0±53.7 0.2387 

Sag (mV) 8.8±1.1 10.2±0.6 0.2894 

sAHP (mV) 16.8±1.6 17.5±1.6 0.8757 

Latencia sAHP (ms) 101.4±10.0 103.3±11.2 0.9616 

Reobase (pA) 27.5±3.9 22.5±2.5 0.5904 

Umbral (mV) -42.0±0.9 -42.6±0.9 0.5938 

Amplitud del 1er disparo (mV) 72.9±2.1 71.5±1.6 0.5964 

Ancho del 1er disparo (ms) 1.4±0.05 1.4±0.05 0.4944 
Los p-valores corresponden a la prueba de T no pareada.  

4.7 Una única dosis de L-DOPA causa oscilaciones, pero no hiperexcitabilidad 

Los animales lesionados con 6-OHDA que son tratados con L-DOPA generan discinesias 

desde el primer día de tratamiento (ver Figura r1I). Sin embargo, la exposición repetida a la 

L-DOPA induce alteraciones adicionales que sensibilizan la respuesta a la L-DOPA y a 

agonistas dopaminérgicos (Delfino et al., 2004; Keifman et al., 2019). De hecho, los datos 

presentados en esta tesis muestran que los animales tratados con L-DOPA alcanzan durante 

el día 12 de tratamiento picos de discinesias más altos en comparación con el día 1; y llegan 

a este pico más rápidamente (ver Figura r1I-K) como resultado de la sensibilización a la L-

DOPA. En las ICE, esta sensibilización correlaciona con el aumento de la inmunomarcación 

de la proteína ERK fosforilada (p-ERK), que indica un incremento de la actividad celular (Ding 

et al., 2011). Por otro lado, los resultados presentados hasta aquí sugieren que en algún 

momento a lo largo del tratamiento con L-DOPA, los efectos de la estimulación D1/D5 se 

vuelven duraderos. Dado que la estimulación aguda de los receptores D1/D5 en ICE de 

ratones control reproduce todos los efectos de un tratamiento crónico con L-DOPA, se 

estudió la posibilidad de que una única dosis de L-DOPA sea suficiente para inducir 

oscilaciones e hiperexcitabilidad en las ICE al igual que el tratamiento crónico. Para ello, se 

registraron ICE de ratones lesionados con 6-OHDA 24 horas después de que fueron tratados 

con una única dosis de L-DOPA (Figura r11A). Los ratones tratados con una única dosis de L-

DOPA desarrollaron puntajes de discinesias comparables con los observados durante el 

primer día de los ratones tratados crónicamente (Figura r11B).  
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Los animales tratados con una única dosis de L-DOPA mostraron una elevada proporción de 

ICE oscilatorias (48%), una proporción similar a la observada en los animales que recibieron 

un tratamiento crónico (45%) y significativamente mayor a la observada en los animales 

parkinsonianos tratados con vehículo (19%; Figura r11C). Asimismo, las ICE de los ratones 

tratados con una única dosis de L-DOPA exhibieron aumentos significativos de Rent y 

amplitud del sag y de la sAHP (Figura r11D-F). De igual manera a lo que ocurre en el resto de 

los grupos experimentales, las ICE osciladoras de ratones discinéticos tratados con una sola 

dosis de L-DOPA mostraron mayor Rent, sag y sAHP que las ICE de disparo regular (Figura 

r11G-I), mientras que la diferencia en la reobase no alcanzó significancia estadística (Figura 

r11J). Llamativamente, la respuesta a pulsos de corriente despolarizante no se vió afectada 

tras el tratamiento con una única dosis de L-DOPA, dado que ésta no es diferente de la 

observada en ratones parkinsonianos que no fueron expuestos a la L-DOPA (que recibieron 

un tratamiento con vehículo) (Figura r11K-L). Y finalmente, al igual que en los otros grupos 

experimentales, no se hallaron diferencias en la respuesta a pulsos de corriente 

despolarizante entre ICE oscilatorias y de disparo regular en animales discinéticos tratados 

una sola vez con L-DOPA (Figura r11M). 

En resumen, una única dosis de L-DOPA es suficiente para inducir oscilaciones y 

amplificación de hiperpolarizaciones en las ICE, pero no es suficiente para exacerbar la 

respuesta a pulsos de corriente supraumbrales. 
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Figura r11. Una única dosis de L-DOPA causa oscilaciones, pero no hiperexcitabilidad. A: Diseño experimental 

para animales tratados con sólo una dosis de L-DOPA. B: Comparación del puntaje de movimientos anormales 

involuntarios (AIM) entre la primera dosis de L-DOPA de animales discinéticos que recibieron un tratamiento 

durante 14 días (Dysk 14d) y aquellos que recibieron sólo una dosis (Dysk 1d). ANOVA de dos vías, NS. C: 

Comparación del número de ICE oscilatorias entre animales parkinsonianos (Park, tratados con vehículo 

durante 14 días), discinéticos que recibieron una dosis (Dysk 1d) y discinéticos que recibieron 14 dosis (Dysk 

14d) de L-DOPA. Prueba exacta de Fisher *p<0.05, ***p<0.001. D-F: Comparación de resistencia de entrada 

(D), sag (E) y sAHP (F) entre ICE de animales parkinsonianos y discinéticos que recibieron 1 o 14 dosis de L-

DOPA. ANOVA de una vía, comparaciones post-hoc: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. G-J: Comparación de 

resistencia de entrada (G), sag (H), sAHP (I) y corriente de reobase (J) entre ICE oscilatorias y de disparo regular 

de animales discinéticos que recibieron sólo una dosis de L-DOPA. Prueba de T: *p<0.5, **p<0.01, 

****p<0.0001. K: Registros representativos de ICE en respuesta a pulsos de corriente despolarizante de 

animales parkinsonianos (Park), discinéticos tratados con una dosis de L-DOPA (Dysk 1d) y discinéticos tratados 

durante 14 días (Dysk 14d). L: Número de potenciales de acción (PAs) en función de la intensidad del pulso de 

corriente para ICE de los grupos descriptos en K. ANOVA de dos vías, interacción significativa, comparaciones 

post-hoc (pulso 290pA): ****p<0.0001. M: Número de potenciales de acción (PAs) en función de la intensidad 

del pulso de corriente despolarizante entre ICE oscilatorias y de disparo regular de animales discinéticos 

tratados con una única dosis de L-DOPA. ANOVA de dos vías, NS. N>23 células de >6 animales por grupo. Se 

muestra la media ± EE. 
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4.8 La exposición a la L-DOPA en animales sanos no altera la fisiología de las ICE 

Para que la exposición a la L-DOPA genere discinesias es necesario que los animales 

presenten denervación dopaminérgica severa. Animales sin lesión dopaminérgica (grupo 

sham) que son expuestos a un tratamiento con L-DOPA durante uno o 14 días no generan 

discinesias (Girasole et al., 2018). No obstante, los resultados presentados hasta el 

momento no excluyen la posibilidad de que los cambios observados en las ICE de animales 

discinéticos sean generados por la L-DOPA per se independientemente de la lesión 

dopaminérgica y de las LID. Para descartar esta posibilidad, se registraron ICE de ratones 

sham que fueron tratados de igual manera que los animales lesionados con 6-OHDA: un 

grupo recibió una dosis de L-DOPA y otro fue tratado durante 14 días. Estos animales no 

desarrollaron discinesias y sus ICE fueron indistinguibles de las de animales sham que nunca 

fueron expuestos a la L-DOPA en relación a la respuesta a pulsos de corriente 

despolarizante, a la proporción de células osciladoras y a su resistencia de entrada (Figura 

r12). Este experimento confirma que las alteraciones inducidas por la L-DOPA en las ICE 

requieren de la denervación dopaminérgica y de un tratamiento con L-DOPA que genere 

discinesias.  

 

Figura r12. El tratamiento con L-DOPA en animales sanos no induce alteraciones en las ICE. A: Registros 

representativos de ICE en respuesta a pulsos de corriente despolarizante de animales sham, sham que 

recibieron 1 dosis de L-DOPA (Sham+1d) y sham tratados durante 14 días con L-DOPA (Sham+14d). B: Número 

de potenciales de acción en función de la intensidad del pulso de corriente para ICE de los grupos descriptos 

en A. ANOVA de dos vías, NS. C: Comparación del número de ICE oscilatorias. Prueba exacta de Fisher, NS. El 

número de células de cada grupo se muestra en blanco sobre las barras. D: Comparación de la resistencia de 

entrada. ANOVA de una vía, NS. N>15 células de >3 animales por grupo. Se muestra la media ± EE. 

4.9 Conclusión Capítulo I 

En este Capítulo se caracterizaron los cambios en la actividad intrínseca, excitabilidad y 

propiedades electrofisiológicas de las ICE en animales con parkinsonismo experimental que 

recibieron un tratamiento crónico con L-DOPA. Se encontró que el tratamiento con L-DOPA 

exacerba la excitabilidad de las ICE de ratones parkinsonianos y las vuelve oscilatorias. 

Además, se halló evidencia que sugiere que estos cambios resultan la estimulación de los 

receptores D1/D5 durante el tratamiento con L-DOPA y que estos cambios se vuelven 

duraderos dado que persisten una vez concluidos los efectos agudos de la L-DOPA (cuando 
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ya no hay dopamina estimulando los receptores). Así, esclarecer los mecanismos que 

resultan en un aumento persistente de la señalización del receptor D5 en las ICE e 

identificar las corrientes de membrana que contribuyen a generar los aumentos de 

excitabilidad y actividad oscilatoria podría proveer de nuevos blancos terapéuticos para 

restablecer la actividad normal de las ICE en la enfermedad de Parkinson y las LID.  
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5 CAPITULO II 

Corrientes subyacentes a la actividad oscilatoria de las ICE 

En este Capítulo se describirán las corrientes de membrana que participan en la actividad 

oscilatoria de las ICE de ratones discinéticos o inducidas por estimulación de receptores 

D1/D5. 

5.1 Las oscilaciones observadas en ICE de animales discinéticos o por 

estimulación de receptores D1/D5 dependen de IKir e Ih 

En la Introducción de esta tesis se describieron las corrientes de membrana involucradas en 

la generación de oscilaciones de potencial que dan lugar a patrones de actividad intrínsecos 

en salva-pausa en las ICE (ver Introducción). Dado que las oscilaciones descriptas en ICE de 

ratones control requieren de las corrientes Kir (IKir) e Ih y no intervienen corrientes 

reclutadas durante el potencial de acción (Wilson, 2005), cabe analizar si las oscilaciones 

inducidas por la lesión con 6-OHDA y el tratamiento con L-DOPA en animales discinéticos, y 

por la exposición aguda a SKF81297 en animales control, involucran los mismos mecanismos 

iónicos. Para ello, se realizaron registros en configuración whole-cell de la actividad 

espontánea de ICE oscilatorias de ratones discinéticos y de ICE de ratones control en las que 

se indujeron oscilaciones con la incorporación del agonista D1/D5, SKF81297, al ACSF y se 

agregaron secuencialmente bloqueantes de potenciales de acción (TTX) y bloqueantes de 

las corrientes IKir o Ih. Se encontró que las oscilaciones persisten luego de remover 

potenciales de acción. De hecho, la amplitud de la oscilación no se vio alterada luego del 

agregado de TTX tanto en ICE oscilatorias de animales discinéticos como en ICE de animales 

control que fueron expuestas al SKF81297 para inducirlas a oscilar (Figura r13A-B). La 

oscilación, en cambio, desapareció en presencia del bloqueante selectivo de la corriente Ih, 

ZD7288 (Figura r13A-B). 

Las ICE expresan diferentes subunidades de canales Kir: los Kir6.1 sensibles a ATP (Lee et al., 

1998; Thomzig et al., 2003), los Kir3.2 también conocidos como GIRK2, dado que pertenecen 

a la familia de canales regulados por proteína G (Calabresi et al., 1998; Murer et al., 1997) y 

los canales Kir clásicos Kir2.2 y Kir2.4 (Karschin et al., 1996; Prüss et al., 2003). El agregado 

de glibenclamida (bloquea Kir6) o de tertiapin-Q (bloquea Kir3) no logró interrumpir la 

oscilación (Figura r13C-D). Si bien no existe farmacología dirigida específicamente a canales 

Kir2, el bario en muy bajas concentraciones bloquea con alta selectividad a los canales Kir2.2 

(Alagem et al., 2001; Hibino et al., 2010). El agregado de 10µM de bario bloqueó 

completamente las oscilaciones (Figura r13C-D). Así, tanto el agregado de bajas 
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concentraciones de bario como el bloqueante selectivo de la corriente Ih, ZD7288, 

detuvieron completamente la oscilación. 

 

Figura r13. IKir e Ih median las oscilaciones de las ICE. A: Registros de actividad espontánea de ICE oscilatorias 

de ratones discinéticos en condición control (ACSF) y luego del agregado de TTX (1µM) y ZD7288 (30µM) y 

comparación de la amplitud de oscilación antes y después del agregado de TTX y ZD7288. B: Registros de 

actividad espontánea de ICE de animales control en las que se indujeron oscilaciones con el agregado del 

agonista D1/D5 (SKF81297) y comparación de la amplitud de oscilación antes y después del agregado de TTX y 

ZD7288. C: Registros de actividad espontánea de ICE oscilatorias de ratones discinéticos en condición control 

(ACSF) y luego del agregado de TTX, glibenclamida (10µM, Glib), tertiapin-Q (100nM, TertQ) y bario (10µM), y 

comparación de la amplitud de la oscilación antes y después del agregado de los diferentes bloqueantes. D: 

Registros de actividad espontánea de ICE de animales control en las que se indujeron oscilaciones con el 

agregado de agonista D1/D5 (SKF81297) antes y después del agregado de TTX, glibenclamida (Glib), tertiapin-Q 

(TertQ) y bario, y comparación de la amplitud de la oscilación antes y después del agregado de los diferentes 

bloqueantes. A-D: ANOVA de una vía, comparaciones post-hoc: *p<0.05. N=3-5 células de >3 animales por 

grupo. Cada símbolo corresponde a una célula. Se muestra la media ± EE. 

Estos resultados indican que tanto las oscilaciones observadas en las ICE de animales 

discinéticos como las inducidas por SKF81297 en ICE de animales control obedecen a 

mecanismos subumbrales que involucran a las corrientes IKir e Ih. Además, la corriente IKir 

implicada no es mediada por canales Kir3.2 o Kir6.1, sino que muy probablemente por 

canales Kir2.2, que son los únicos que se bloquean casi completamente con las bajas 

concentraciones de bario usadas (Hibino et al., 2010). Los valores IC50 de bario en sistemas 

de expresión heteróloga son <1µM para Kir2.2 y ~400µM para Kir2.4 (Hibino et al., 2010), 
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por lo que el bloqueo de las oscilaciones con una concentración de bario de 10µM sugiere 

que los Kir2.2 son jugadores clave y que los Kir2.4 no participan. Además, los canales Kir2, 

en particular los constituídos por la subunidad Kir2.2, son los de rectificación más marcada y 

por lo tanto los que poseen mayor capacidad amplificadora necesaria para la oscilación 

(Amarillo et al., 2018; Anumonwo y Lopatin, 2010; Dhamoon et al., 2004) (Ver Introducción). 

5.2 Las ICE oscilatorias exhiben incrementos en IKir y decrementos en Ileak sin 

cambios en Ih 

Los resultados presentados hasta aquí permiten especular que si las ICE de animales 

discinéticos se vuelven oscilatorias, entonces la L-DOPA debe afectar de alguna manera el 

balance entre las corrientes involucradas, resultando en una combinación de corrientes que 

favorezca la oscilación. En vista de ello, se examinaron los niveles de IKir e Ih en las ICE de 

ratones sham, parkinsonianos y discinéticos. Para este análisis, las ICE de ratones 

discinéticos fueron separadas en oscilatorias y de disparo regular.   

5.2.1 Evaluación de IKir 

Primeramente, se midió la corriente IKir. Para ello, se utilizó un protocolo de voltaje clamp 

adecuado que consistió en rampas rápidas de voltaje entre -55mV y -120mV (Gertler et al., 

2008; Li et al., 2013). Para aislar IKir, se bloqueó Ih mediante el agregado de ZD7288 (30µM) a 

la solución intracelular. Las ICE oscilatorias de ratones discinéticos presentaron mayor 

amplitud de IKir en comparación con las ICE de disparo regular (Figura r14A-D). La diferencia 

entre el promedio de las corrientes medidas en ICE oscilatorias y de disparo regular de 

ratones discinéticos reveló la forma de una curva I-V característica de una conductancia Kir 

(Figura r14C). Estos resultados indican que IKir está aumentada en las ICE oscilatorias de 

ratones discinéticos.  

 

Figura r14. Las ICE oscilatorias de ratones discinéticos presentan mayor IKir. A: Esquema de registro de ICE en 

modo voltage-clamp y ejemplo de registro de corriente evocada por un protocolo de rampa de voltaje para 

medir IKir. B: Corriente evocada por una rampa de voltaje en ICE de disparo regular de ratones sham, 

parkinsonianos (Park) y discinéticos (Dysk reg) y en ICE oscilatorias de ratones discinéticos (Dysk osc). El 

número de células de cada grupo se indica entre paréntesis. C: Diferencia entre el promedio de corriente 
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evocada de ICE oscilatorias y de disparo regular de animales discinéticos. D: Comparación de la conductancia 

Kir medida como la pendiente de la curva de corriente mostrada en B entre -120mV y -110mV. ANOVA de una 

vía, comparaciones post-hoc: *p<0.05, **p<0.01. Se muestra la media ± EE (B, D). 

5.2.2 Evaluación de Ih 

A continuación, se estudió si la corriente Ih también se encuentra modificada en las ICE 

oscilatorias de ratones discinéticos. Para medirla se utilizó un protocolo de voltage-clamp 

que consiste en pulsos cuadrados de voltaje de amplitud creciente (-Δ10mV) y duración 

decreciente desde un potencial de holding de -40mV (Figura r15A) (Kanyshkova et al., 2009) 

(Ver Materiales y Métodos). Para aislar Ih, se bloquearon canales de Na+ y K+ con el agregado 

de TTX (1µM) y bario (500µM) al ACSF. Cabe señalar que estas altas concentraciones de 

bario permiten bloquear no solo Kir sino también otros canales de potasio que podrían 

influir en la medición, como canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) y canales de 

potasio dependientes de calcio (KCa2+). Dado que Ih es una corriente de activación lenta, se 

asume que en estas condiciones de registro la corriente instantánea evocada al inicio del 

pulso de voltaje no corresponde a Ih sino a una componente de leak (ILeak). Ih se activa 

lentamente a lo largo del pulso hasta alcanzar el estado estacionario, por lo que el cálculo 

de la amplitud de Ih se realiza restando la corriente instantánea de la corriente medida al 

final del pulso (Figura r15A). No se hallaron diferencias significativas en la amplitud de Ih de 

las ICE en ninguno de los grupos experimentales (Figura r15B). Por otra parte, dado que el 

pulso de mayor amplitud (-130mV) produce la activación máxima de los canales HCN (que 

median la corriente Ih) (Chan et al., 2004; Kanyshkova et al., 2009), se estimó la activación 

relativa de Ih a partir de la amplitud de las corrientes de cola evocadas por la serie de pulsos 

de voltaje variable, medidas a -100mV y normalizadas a la amplitud de corriente evocada 

por el pulso de -130mV (Ver Materiales y Métodos) (Figura r15C). Este parámetro permite 

describir la dependencia de voltaje de la activación de Ih independientemente de las 

diferencias de amplitud de corriente entre células y de la influencia del gradiente 

electroquímico sobre la medición (Kanyshkova et al., 2009). Estos experimentos tampoco 

arrojaron diferencias significativas en la activación relativa de Ih (Figura r15D), sugiriendo 

que las ICE de ratones discinéticos no registran cambios en la amplitud y dependencia de 

voltaje de la corriente Ih.  

Luego se analizó la cinética de activación y deactivacion de Ih. Para ello, se midieron las 

constantes de activación como las constantes de tiempo de un ajuste bi-exponencial al 

registro de corriente evocada por un pulso de voltaje de -130mV y de 3.5 segundos desde 

un potencial de -40mV (Figura r15E). Por su parte, las constantes de deactivación se 

obtuvieron ajustando la curva bi-exponencial al registro de corriente evocada por un pulso 

de -80mV de 5 segundos de duración desde un potencial de -130mV (Figura r15E) (ver 

Materiales y Métodos). Por el ajuste bi-exponencial se obtuvieron en cada caso constantes 

rápidas y lentas. Las constantes de activación y deactivación de Ih no resultaron diferentes 
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entre grupos (Figura r15F-G), indicando que las ICE de ratones discinéticos no registran 

cambios significativos en la amplitud y cinética de la corriente Ih. 

 

Figura r15. Las ICE oscilatorias de ratones discinéticos no registran cambios en amplitud y cinética de Ih. A: 

Ejemplo de corrientes evocadas (arriba) por un protocolo de voltage clamp (abajo) adecuado para medir Ih. Se 

muestra la fracción de corriente que corresponde a la medición de Ih y la porción correspondiente a ILeak. B: 

Comparación de la amplitud de Ih medida como se indica en A entre ICE de disparo regular de ratones sham, 

parkinsonianos (Park) y discinéticos (Dysk reg) y en ICE oscilatorias de ratones discinéticos (Dysk osc). ANOVA 

de dos vías, NS. C: Mismo protocolo de voltage clamp mostrado en A, pero enfocado y ampliado en las 

corrientes de cola. Se muestra cómo se calcula la curva de activación relativa de Ih (ver también Materiales y 

Métodos). D: Comparación de la curva de activación relativa de Ih. ANOVA de dos vías, NS. E: Protocolos de 
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voltage-clamp utilizados para medir las constantes (τ) de activación y deactivacion de Ih y registros 

representativos. F: Comparación de las constantes (τ) de activación rápida y lenta de Ih. ANOVA de una vía (uno 

por cada variable), NS. G: Comparación de las constantes de deactivación rápida y lenta de Ih. ANOVA de una 

vía (uno por cada constante), NS. El número de células de cada grupo se indica entre paréntesis. >3 animales 

por grupo. Se muestra la media ± EE. 

5.2.3 Evaluación de ILeak 

Además de las corrientes IKir e Ih necesarias para que la oscilación ocurra, se mencionó que 

en el rango de voltaje en el que ocurre la oscilación existe además una corriente de fuga o 

leak ILeak. La literatura relativa a los canales que median ILeak en las ICE es escasa (Berg y 

Bayliss, 2007) al igual que las herramientas farmacológicas para manipularlos. Sin embargo, 

el protocolo de voltage clamp utilizado para medir Ih permite estimar ILeak tomando la 

corriente instantánea evocada inmediatamente al inicio del pulso de voltaje, cuando Ih aún 

no está activada y la corriente IKir está bloqueada por bario (Figura r15A). La curva I-V 

resultante de medir esta corriente arrojó una relación lineal y con potencial de reversión en 

-59.5mV, consistente con la conductancia de leak presente en estas células (Wilson, 2005). 

Llamativamente, las ICE oscilatorias de ratones discinéticos mostraron una reducción de ILeak 

(Figura r16A-B).   

 

Figura r16. Las ICE oscilatorias de ratones discinéticos exhiben ILeak de menor amplitud. A: Curva I-V de ILeak 

medida como se muestra en Figura r15A en ICE de disparo regular de ratones sham, parkinsonianos (Park) y 

discinéticos (Dysk reg) y en ICE oscilatorias de ratones discinéticos (Dysk osc). ANOVA de dos vías, interacción 

significativa, comparaciones post-hoc (pulso -130pA): **p<0.01. El número de células por grupo se muestra 

entre paréntesis. Se muestra la media ± EE. C: Comparación de la conductancia de leak medida como la 

pendiente de la curva I-V mostrada en B. Kurskal-Wallis ANOVA, comparaciones post-hoc: *p<0.05. Cada 

punto/cuadrado/triángulo corresponde a una célula. Los datos son de al menos 3 animales por grupo. Se 

muestra la mediana ± RIC. 

En líneas generales, los resultados de estos experimentos de voltage clamp señalan que las 

ICE oscilatorias de ratones discinéticos presentan un desbalance entre las corrientes IKir e 

ILeak, con un aumento de IKir y una reducción de ILeak, sin cambios en Ih. Es probable que este 

desbalance facilite la actividad oscilatoria. En este sentido, cabe destacar que corrientes IKir 

más grandes contribuirían a hiperpolarizaciones más pronunciadas mientras que corrientes 
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ILeak más chicas dejarían al potencial de membrana más susceptible a la influencia de IKir, 

facilitando aún más las hiperpolarizaciones. Por lo tanto, resulta razonable pensar que 

condiciones de elevada IKir y reducida ILeak (que caracteriza a las ICE de ratones discinéticos) 

promoverá la actividad oscilatoria al favorecer la amplificación de hiperpolarizaciones.  

5.3 El tratamiento con L-DOPA no induce cambios morfológicos en las ICE 

Los hallazgos descriptos hasta el momento conducen a interrogarse sobre cuáles son los 

mecanismos que explican los cambios en IKir e ILeak. Una posibilidad es que la L-DOPA 

modifique la morfología celular, resultando en cambios en el área total de membrana que 

afecte el número total de canales iónicos contribuyendo a las corrientes de membrana. 

Trabajos previos reportaron que la exposición a la L-DOPA induce marcadas alteraciones 

morfológicas en las neuronas espinosas medianas estriatales de animales parkinsonianos 

(Fieblinger et al., 2018; Suárez et al., 2014). Para evaluar si las ICE también sufren cambios 

en su morfología celular luego del tratamiento con L-DOPA, se registraron ICE de animales 

sham, parkinsonianos y discinéticos con el agregado de neurobiotina en la solución 

intracelular. Esta aproximación permitió marcar la célula registrada, revelarla y luego 

reconstruirla para su análisis morfológico. Se midió así el tamaño del soma, la longitud del 

árbol dendrítico, el número de bifurcaciones y terminaciones, y la complejidad del árbol 

dendrítico a partir de un análisis de Sholl. Los resultados de esta exploración no arrojaron 

diferencias en ninguna de las características examinadas, sugiriendo que el tratamiento con 

L-DOPA no induce cambios en el tamaño y morfología de las ICE (Figura r17). Así, los 

cambios en IKir e ILeak no son causados por cambios en el área de membrana, sino que 

responderían a otros mecanismos, por ejemplo, a mecanismos de regulación de la densidad 

de los canales o su conductancia.  
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Figura r17. La degeneración dopaminérgica y el tratamiento con L-DOPA no inducen cambios morfológicos 

en las ICE. A: Ejemplos de trazos de reconstrucciones de ICE de disparo regular de ratones sham, 

parkinsonianos (Park) y discinéticos (Dysk reg) y de ICE oscilatorias de ratones discinéticos (Dysk osc). B: 

Análisis de Sholl de ICE registradas en rodajas y reconstruidas. ANOVA de dos vías, NS. El número de células de 

cada grupo se indica entre paréntesis. C-F: Comparación del volumen del soma (C), longitud del árbol 

dendrítico (D), número de nodos (bifurcaciones) (E) y número de terminaciones (F). ANOVA de una vía, NS. 

Cada punto/cuadrado/triángulo corresponde a una célula. Se muestra la media ± EE (B-F). 

5.4 La estimulación D1/D5 incrementa IKir en ICE de ratones control 

Los datos mostrados hasta aquí sugieren que un aumento de IKir, que probablemente 

involucra canales Kir2.2, es un actor clave en la actividad oscilatoria de las ICE de ratones 

discinéticos. Dado que IKir también es necesaria para las oscilaciones inducidas por SKF81297 

(agonista D1/D5) en ICE de ratones control, se evaluó la posibilidad de que IKir sea regulada 

por la estimulación de los receptores para dopamina D1/D5. Estudios previos reportaron 

que la dopamina y los agonistas D1/D5 incrementan una corriente de potasio sensible a 

cesio en las neuronas espinosas medianas estriatales, posiblemente atribuible a canales Kir2 

(Pacheco-Cano et al., 1996). Sin embargo, no se ha reportado si los agonistas D1/D5 

modulan Kir2 en las ICE. Para responder a esta pregunta, se midió IKir con el mismo 

protocolo de rampa descripto anteriormente en ICE de rodajas de estriado de ratones 

control incubadas con ACSF o ACSF + SKF81297 por 30 minutos. Nuevamente se agregó 

ZD7288 a la solución intracelular para bloquear Ih y aislar mejor IKir (Figura r18A). Se 

encontró que las ICE expuestas a SKF81297 exhibieron corrientes IKir mayores que las 

medidas en ACSF normal (Figura r18B-D).   
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Figura r18. La estimulación D1/D5 aumenta IKir en ICE de ratones control. A: Esquema de registro de ICE en 

modo voltage-clamp y ejemplo de registro de corriente evocada por un protocolo de rampa de voltaje para 

medir IKir. B: Curvas I-V de las corrientes evocadas por una rampa de voltaje en ICE de ratones control en 

condiciones control (ACSF) o en rodajas que fueron incubadas con SKF81297 (SKF). C: Diferencia entre el 

promedio de corriente evocada en ICE de ratones control con o sin SKF81297. D: Comparación de la 

conductancia Kir medida como la pendiente de la curva de corriente mostrada en B entre -120mV y -110mV. 

Prueba de T no pareada: *p<0.05. N=7-12 células de >3 animales por grupo. Se muestra la media ± EE (B, D). 

Como se mencionó al comienzo de este Capítulo, los canales Kir2.2 son los más sensibles al 

bloqueo por concentraciones bajas de bario (10 - 25 μM) (Hibino et al., 2010), mientras que 

los canales Kv, como los Kv1 que median la acomodación en las ICE (Tubert et al., 2016), 

requieren de concentraciones de bario más elevadas para ser bloqueados (200 – 500 μM). 

Esta diferente sensibilidad de los canales de K+ al bloqueo por bario permite bloquear 

canales Kir de manera relativamente selectiva sin afectar otros canales de K+. Para confirmar 

que la actividad oscilatoria y amplificación de hiperpolarizaciones (Rent, sag y sAHP) 

inducidas por la estimulación D1/D5 con SKF81297 son causadas por el aumento de 

corrientes IKir mediadas por canales Kir2.2, se evaluó si concentraciones bajas de bario que 

bloqueen Kir2.2 son capaces de prevenir estos efectos del SKF81297. Para ello se registró la 

respuesta de ICE de animales control a pulsos de corriente despolarizante antes y después 

del agregado secuencial de bario (10 o 25 μM -no se encontraron diferencias usando 10 o 25 

μM por lo que se muestran los datos agrupados-) y SKF81297 (2 μM). El agregado de bario 

despolarizó a las ICE y tuvo un pequeño efecto sobre la respuesta a pulsos despolarizantes 

(Tabla 4 y Figura r19A-B), probablemente secundario a un potencial de reposo más 

despolarizado, y no modificó otras propiedades de las ICE, incluyendo la Rent, sag o sAHP 

(Tabla 4). El agregado de SKF81297 (en el ACSF que ya contenía bario) no indujo actividad 

oscilatoria en ninguna de las células ni cambios en la Rent, sag o sAHP (Figura r19C y Tabla 4). 

No obstante, en presencia de bajas concentraciones de bario, SKF81297 incrementó 

marcadamente la respuesta a pulsos de corriente despolarizante de las ICE incluso con la 

inyección de corriente constante para corregir el potencial de reposo que había sido 

modificado por el bario (Figura r19A-B), indicando que este efecto es independiente de Kir. 

Por otro lado, el bloqueo de IKir con bario (10 μM) en ICE oscilatorias de ratones discinéticos 

redujo drásticamente su Rent (Figura r19D).  
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Tabla 4: Propiedades electrofisiológicas de ICE de ratones control antes y después del 

agregado secuencial de Bario (10 o 25 µM) y SKF81297 (2 µM) 

Propiedad ACSF +Bario +SKF p valor 

Potencial de reposo (mV) -60.7±1.0 -57.1±1.3* -57.0±1.2* 0.0119 

Resistencia de entrada (MΩ) 263.5±52.9 258.9±12.5 256.3±24.7 0.9450 

Sag (mV) 4.6±0.8 3.6±0.4 3.5±0.5 0.1679 

sAHP (mV) 12.7±1.1 13.4±1.0 10.8±3.5 0.2717 

Latencia sAHP (ms) 96.6±7.8 111.6±13.4 139.5±24.1 0.1973 

Reobase (pA) 50.0±11.3 27.5±4.9 20.0±0.0 0.0356 

Umbral (mV) -45.1±0.3 -45.5±0.4 -46.2±0.5 0.0236 

Amplitud del 1er disparo (mV) 78.5±1.8 76.9±1.7 74.7±2.8 0.4693 

Ancho del 1er disparo (ms) 1.2±0.04 1.2±0.05 1.2±0.05 0.2325 
Los p-valores corresponden a la prueba ANOVA de una vía. Los asteriscos corresponden a las comparaciones 

post-hoc: *p<0.05. En negrita se indica que se alcanzó significancia estadística. 

Finalmente, para confirmar que estas bajas concentraciones de bario bloquean IKir en las 

ICE, se midió IKir en ICE de ratones control antes y después del agregado secuencial de 

concentraciones crecientes de bario (10 µM, 25 µM y 50 µM). La concentración más baja (10 

µM) bloqueó >80% de IKir mientras que 25 µM y 50 µM bloquearon casi el 100% de la 

corriente (Figura r19E), confirmando la alta sensibilidad de IKir a estas bajas concentraciones 

de bario en las ICE. 

En conjunto, los datos presentados en esta sección demuestran que la estimulación de 

receptores D1/D5 para dopamina incrementa la corriente IKir, contribuyendo a la 

amplificación de hiperpolarizaciones (Rent, sag y sAHP) observada en ICE de ratones control 

expuestas al SKF81297, mientras que confirma que la exacerbada respuesta a inyecciones 

de corriente despolarizante es mediada por un mecanismo independiente de IKir. 
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Figura r19. Bajas concentraciones de bario previenen el efecto del SKF81297 sobre las hiperpolarizaciones, 

pero no sobre la excitabilidad. A: Registros representativos de ICE de ratones control en respuesta a pulsos de 

corriente en condición control (ACSF) y luego del agregado secuencial de bario (10 o 25 µM) y SKF81297 (2 

µM). Se muestra la condición SKF + Bario con la inyección de una corriente constante para corregir el potencial 

de reposo (+Ihold) de manera que sea comparable con la condición control. B: Número de potenciales de acción 

(PAs) en función de la intensidad del pulso de corriente en ICE de ratones control luego del agregado 

secuencial de bario y SKF81297. ANOVA de dos vías, interacción significativa, comparación post-hoc (pulso 

290pA): ****p<0.0001. C: Comparación de resistencia de entrada en ICE de ratones control antes y después 

del agregado secuencial de bario y SKF. ANOVA de una vía, NS. D: Comparación de la resistencia de entrada en 

ICE oscilatorias de animales discinéticos (Dysk) antes y después del agregado de bario. Prueba de T pareada: 

*p<0.05. E: Corrientes evocadas por rampas rápidas de voltaje para medir IKir antes y después del agregado de 

concentraciones crecientes de bario. N=4-12 células de >3 animales por grupo. Se muestra la media ± EE. 

5.5 Manipular IKir y/o ILeak en tiempo real permite modificar el patrón de 

disparo de las ICE 

Los resultados presentados hasta aquí en este Capítulo demuestran que existe una clara 

relación entre el aumento de IKir y la reducción de ILeak con la actividad oscilatoria y 

amplificación de hiperpolarizaciones en las ICE de animales discinéticos. No obstante, no 

queda demostrado si alteraciones sólo de IKir son suficientes para explicar la emergencia de 

la actividad oscilatoria o si se requiere un determinado balance entre IKir e ILeak. 

Desafortunadamente, las herramientas farmacológicas disponibles para modular estas dos 
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corrientes son escasas. Además, una aproximación farmacológica haría difícil evaluar la 

contribución relativa de cada corriente dado que para esto es necesario lograr controlar la 

magnitud de la corriente que se pretende modular. En vista de ello, se decidió utilizar la 

herramienta de dynamic clamp para evaluar si cambios en IKir e ILeak en ICE de ratones sham 

son suficientes para inducir actividad oscilatoria y, por otra parte, si revertir los cambios 

observados de IKir e ILeak en ICE oscilatorias de ratones discinéticos (y en ICE de ratones sham 

inducidas a oscilar con SKF81297) logra detener las oscilaciones y conducir a la célula hacia 

un patrón de disparo regular. La técnica de dynamic clamp utiliza una interfaz en tiempo 

real entre la célula registrada y un sistema analógico que permite simular un proceso 

dinámico en la célula como por ejemplo el aumento o disminución de corrientes de 

membrana o corrientes sinápticas (Figura r20A). En otras palabras, esta configuración 

permite adicionar o sustraer diferentes magnitudes de corrientes de membrana en tiempo 

real (si se conocen los parámetros que describen el modelo de corriente que se quiere 

manipular) y de esta manera observar cómo se comporta la célula con estas corrientes 

sumadas o restadas. La adición y sustracción de corrientes de membrana se realiza de 

manera instantánea (on/off) y es posible manipular varias corrientes al mismo tiempo. 

Además, una ventaja importante de esta técnica es que permite controlar la magnitud de las 

corrientes que se pretenden manipular, y así estudiar no sólo si éstas participan en el 

fenómeno biofísico (en este caso la oscilación) sino también cuáles los cambios relativos 

necesarios en estas corrientes para desencadenar dicho fenómeno, y si existe algún tipo de 

interacción (adición, oclusión, sinergia, etc) entre varias corrientes manipuladas sobre el 

fenómeno estudiado.  

En estos experimentos, se sumaron y restaron diferentes niveles de conductancia (G) de IKir 

(GKir) e ILeak (GLeak). Se utilizó un modelo ya caracterizado de Kir2.2, empleado en otros 

trabajos para manipular IKir en neuronas tálamocorticales (Amarillo et al., 2014, 2018), 

mientras que el modelo de ILeak es simplemente una corriente óhmica con reversión en -

60mV (el potencial de reversión de ILeak en las ICE) (Figura r20B). Se manipuló IKir e ILeak en 

ICE no oscilatorias de ratones sham, en ICE de ratones sham que fueron inducidas a oscilar 

por el agregado de SKF81297 en el ACSF y en ICE oscilatorias de ratones discinéticos.  

Se encontró que la adición de niveles crecientes de GKir aumenta la probabilidad (p) de 

oscilación de las ICE de ratones sham, alcanzando p=1 con la adición de GKir=40nS. Si al 

mismo tiempo se resta GLeak, se requieren menores niveles de GKir para lograr la misma 

probabilidad de oscilación. Llamativamente, la sustracción de suficientes niveles de GLeak sin 

cambios en GKir fue suficiente para inducir oscilaciones, lo que sugiere que las ICE poseen 

normalmente suficientes niveles endógenos de IKir capaces de promover actividad 

oscilatoria en determinadas condiciones (Figura r20C-D). Asimismo, la sustracción de 

GKir=30nS o la adición de Gleak=3nS fue suficiente para interrumpir tanto las oscilaciones 

inducidas por SKF81297 en ICE de animales sham como las oscilaciones de ICE de ratones 

discinéticos. Análogamente, la adición de niveles crecientes de ILeak requirió la sustracción 

de niveles menores de IKir para interrumpir las oscilaciones (Figura r20E-H). 
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Figura r20. El balance entre IKir e ILeak determina el patrón de disparo de las ICE. A: Esquema ilustrativo del 

experimento de dynamic clamp. B: Valores de conductancia (G) de los modelos de IKir e ILeak utilizados en los 

experimentos de dynamic clamp. C-D: Mapa de calor (C) que muestra la fracción de ICE de ratones sham que 

se vuelven oscilatorias luego de sumar y restar diferentes niveles de IKir e ILeak respectivamente, y registros 

representativos (D). E-F: Mapa de calor (E) que muestra la fracción de ICE de ratones sham que fueron 

inducidas a oscilar con SKF81297, y que dejan de oscilar luego de restar y sumar diferentes niveles de IKir e ILeak 

respectivamente, y registros representativos (F). G-H: Mapa de calor (G) que muestra la fracción de ICE 

oscilatorias de ratones discinéticos que dejan de oscilar luego de restar y sumar diferentes niveles de IKir e ILeak 

respectivamente, y registros representativos (H). N=9-12 células de >3 animales por grupo. 

Por otra parte, se evaluó el efecto de manipular IKir e ILeak sobre la resistencia de entrada 

(como medida de amplificación de hiperpolarizaciones) y sobre la respuesta a pulsos de 

corriente despolarizante. Se encontró que la suma de IKir y/o resta de ILeak tiende a aumentar 

la resistencia de entrada en ICE de ratones sham, alcanzando significancia estadística con la 

resta de GLeak=3nS (Figura r21A). Por otro lado, la resta de IKir y/o suma de ILeak revirtió el 
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aumento de resistencia de entrada en las ICE de ratones sham inducidas a oscilar con 

SKF81297 y en las ICE oscilatorias de ratones discinéticos (Figura r21B-C), llevándolas a 

niveles de las ICE de ratones sham. Por el contrario, la respuesta a pulsos de corriente 

despolarizante se vió muy poco afectada por la manipulación de IKir y/o ILeak (Figura r21D-F). 

 

Figura r21. IKir e ILeak influyen sobre la resistencia de entrada, pero tienen poca participaciónen la respuesta a 

pulsos supraumbrales de corriente. A: Comparación de resistencia de entrada (Rent) en ICE de ratones sham 

antes y después de modificar IKir y/o ILeak. ANOVA de una vía, comparaciones post-hoc: **p<0.01. B: 

Comparación de resistencia de entrada en ICE de ratones sham que fueron inducidas a oscilar con SKF81297 

antes y después de modificar IKir y/o ILeak. ANOVA de una vía, comparaciones post-hoc: *p<0.05. C: 

Comparación de resistencia de entrada en ICE oscilatorias de ratones discinéticos antes y después de modificar 

IKir y/o ILeak. ANOVA de una vía, comparaciones post-hoc: *p<0.05, **p<0.01. D-F: Número de potenciales de 

acción en función de la intensidad de un pulso de corriente despolarizante antes y después de manipular IKir o 

ILeak en ICE de ratones sham (D), ICE de ratones sham que fueron inducidas a oscilar con SKF81297 (E) e ICE 

oscilatorias de ratones discinéticos (F). D: ANOVA de dos vías, NS. E: ANOVA de dos vías, efecto de +3nS GLeak y 

de -20nS GKir; +2nS GLeak: ***p<0.001. F: ANOVA de dos vías, efecto de +3nS GLeak: **p<0.01. N=9-12 células de 

>3 animales por grupo. Se muestra media ± EE. 

Estos resultados demuestran causalidad entre los cambios en IKir e ILeak y la actividad 

oscilatoria y amplificación de hiperpolarizaciones observada en las ICE oscilatorias de 

ratones discinéticos. Además, la observación de los mapas de calor (Figura r20) permite 

especular que los cambios en IKir e ILeak tienen efectos aditivos entre sí. Y finalmente se 
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demostró que la exacerbada respuesta a pulsos de corriente despolarizante depende muy 

poco de los cambios en IKir e ILeak. De hecho, sólo manipulaciones de ILeak causaron pequeñas 

diferencias en la respuesta de las ICE oscilatorias a pulsos de corriente despolarizante 

(Figura r21F), aunque estos cambios están lejos de restaurar los niveles de respuesta en 

animales sham (Figura r21D), indicando una vez más que las corrientes que median la 

exacerbada respuesta a pulsos de corriente despolarizante en ICE de ratones discinéticos 

depende de mecanismos independientes de IKir e ILeak, y posiblemente involucre a los 

canales Kv1 (Tubert et al., 2016). 

Wilson, (2005) encontró que las ICE que muestran amplias oscilaciones del potencial de 

membrana, presentan una región de pendiente negativa en su curva I-V. Asimismo, Amarillo 

et al., (2018) reportaron que la zona de pendiente negativa de la curva I-V de IKir es 

responsable de la actividad oscilatoria de las neuronas tálamocorticales. Para evaluar si la 

zona de pendiente negativa de la curva I-V de IKir es necesaria para el comportamiento 

oscilatorio de las ICE, se utilizó dynamic clamp para adicionar niveles crecientes de una 

conductancia Kir cuyo modelo fue modificado de manera que no posea esta región de 

pendiente negativa en su curva I-V (Amarillo et al., 2018) (Figura r22A). La adición de niveles 

crecientes de conductancia de este modelo modificado de IKir no logró inducir oscilaciones 

en las ICE (Figura r22B-C), demostrando que la región de pendiente negativa de la curva I-V 

de IKir es responsable del comportamiento oscilatorio. 

 

Figura r22. La región de pendiente negativa de la curva I-V de IKir es responsable del fenotipo oscilatorio en 

las ICE. A: Modificación del modelo de IKir que no tiene la región de pendiente negativa en su curva I-V. B: 

Mapa de calor que muestra la fracción de ICE de ratones control que se vuelven oscilatorias luego de sumar 

diferentes niveles de conductancia de IKir con el modelo original que presenta la zona de pendiente negativa 

(Neg) y con el modelo modificado sin la zona de pendiente negativa (No neg). C: Registros representativos de 

los datos de B. N=9 células de 3 animales. 

5.6 Conclusión Capítulo II 

En este Capítulo se describieron las alteraciones en las corrientes de membrana 

involucradas en la actividad oscilatoria de las ICE de ratones discinéticos. Se encontró que 

las ICE oscilatorias presentan amplitudes mayores de IKir y menores de ILeak, y se demostró 
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mediante dynamic clamp que una mayor influencia de IKir sobre ILeak causa el 

comportamiento oscilatorio. 

Dado que IKir e ILeak son corrientes independientes del tiempo, sus curvas I-V pueden 

sumarse para dar lugar a una curva instantánea I-V resultante. Para que las oscilaciones 

ocurran, la curva I-V resultante debe poseer la zona con pendiente negativa, que aparecerá 

con niveles altos de IKir y niveles bajos de ILeak. Mientras que IKir aporta la zona con pendiente 

negativa, niveles altos de ILeak pueden enmascararla. Así, menor ILeak incrementa la capacidad 

de IKir de inducir oscilaciones porque permite la aparición de la zona con pendiente negativa 

de IKir en la curva I-V resultante. De esta manera, niveles bajos de IKir y altos de ILeak 

(característicos de las ICE de ratones sham o parkinsonianos que no fueron tratados con L-

DOPA) resultan en una curva I-V sin región de pendiente negativa (Figura r23A), y en 

ausencia de oscilaciones; mientras que niveles altos de IKir y bajos de ILeak (característicos de 

las ICE oscilatorias de ratones discinéticos) favorecen la aparición de la zona con pendiente 

negativa en la curva I-V resultante (Figura r23B-C) y causan la actividad oscilatoria.  

La pendiente negativa de IKir amplifica cambios del potencial de membrana (ver 

Introducción) no sólo en el sentido de la hiperpolarización sino también en el de la 

despolarización (fase descendente y ascendente de la oscilación respectivamente). Por su 

propiedad amplificadora de hiperpolarizaciones, se pueden explicar los aumentos de Rent, 

sag y sAHP en las ICE oscilatorias. Por su parte, la amplificación en el sentido de la 

despolarización podría contribuir a la disminución de la reobase observada en las ICE 

oscilatorias en comparación con las de disparo regular (ver Capítulo I, Figura r5D), aunque 

mecanismos adicionales no explorados en esta tesis (como cambios en corrientes mediadas 

por canales Kv – ver Tubert et al., 2016) también podrían contribuir a los cambios en la 

reobase.  
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Figura r23. Cambios en IKir e ILeak resultan en la aparición de la zona con pendiente negativa de la curva I-V y 

causan las oscilaciones en ICE de animales discinéticos. A: Representación esquemática de los niveles de IKir e 

ILeak en ICE de ratones sham y parkinsonianos no expuestos a la L-DOPA, curva I-V resultante que no presenta la 

zona con pendiente negativa (Itotal) y ejemplo de actividad espontánea en ICE con estos niveles de IKir e ILeak. B: 

Efectos sobre IKir e ILeak de la lesión dopaminérgica y el tratamiento con L-DOPA. C: Representación 

esquemática de los niveles de IKir e ILeak en ICE oscilatorias de ratones discinéticos, curva I-V resultante en la 

que emerge la zona con pendiente negativa (Itotal) y ejemplo de actividad espontánea en ICE con estos niveles 

de IKir e ILeak. 

Además del mecanismo que involucra la interacción entre IKir e Ih, otras corrientes pueden 

intervenir en la generación de oscilaciones de membrana (Amarillo et al., 2018; Wu et al., 

2005). De hecho, el modelado computacional de membranas celulares permitió identificar 
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varias combinaciones de corrientes iónicas capaces de causar actividad oscilatoria 

(Izhikevick, 2004) que, como se detalló en la introducción de esta tesis, requiere 

necesariamente la presencia de corrientes amplificadoras (ver Figura i12). En neuronas 

tálamocorticales, por ejemplo, la corriente mediada por canales de calcio tipo T (IT) tiene un 

papel fundamental en la actividad oscilatoria de estas células (Amarillo et al., 2014, 2018). 

Esta corriente se de-inactiva a potenciales muy negativos (<-80mV) y presenta una zona de 

pendiente negativa que ocasiona que, cuando la neurona alcanza potenciales para de-

inactivar IT, si ocurre una excitación posterior (mediada por Ih o aferencias excitatorias), la 

pendiente negativa retroalimenta positivamente la despolarización y causa una salva de 

potenciales de acción (Amarillo et al., 2014). Sin embrargo, las ICE no presentan niveles 

significativos de IT (Bennett et al., 2000) y resultados preliminares del laboratorio indican 

que el bloqueante de los canales de calcio que transportan IT (TTA-P2 1µM) no suprime la 

oscilación. En conclusión, la interacción entre Ih y la pendiente negativa de la curva I-V 

resultante de sumar IKir e ILeak determina el comportamiento oscilatorio de las ICE. 
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6 CAPITULO III 

Canales Kv7 como potenciales blancos para disminuir la actividad 

de las ICE 

En el Capítulo I de esta tesis se describió que el tratamiento crónico con L-DOPA induce 

oscilaciones y exacerba la hiperexcitabilidad en las ICE vía estimulación de los receptores 

D1/D5. Luego, a lo largo del Capítulo II se describió el mecanismo que subyace a la 

generación de oscilaciones, que involucra a los canales Kir (muy probablemente Kir2.2) y 

canales de leak. Por otro lado, Tubert et al., (2016) describieron que los canales Kv1 juegan 

un papel clave en la excitabilidad de las ICE y que una reducción de la corriente mediada por 

estos canales causa hiperexcitabilidad en ICE de ratones parkinsonianos. Si bien los 

mecanismos que exacerban la hiperexcitabilidad de las ICE en ratones discinéticos aún no 

han sido esclarecidos y no fueron abordados en esta tesis, resultados preliminares del 

laboratorio indican que los canales Kv1 estarían involucrados. Esta evidencia permite 

proponer a los canales Kir2, de leak y Kv1 de las ICE como potenciales blancos para controlar 

la actividad de las ICE en condiciones patológicas como la enfermedad de Parkinson. 

Desafortunadamente, las opciones farmacológicas disponibles actualmente para modular 

estos canales son escasas. Otro grupo de canales con propiedades y funciones similares a los 

canales Kv1 es la familia de canales de K+ dependientes de voltaje de rectificación tardía Kv7, 

que controlan la excitabilidad de varios tipos neuronales (Brown y Passmore, 2009). Los 

canales Kv7 han sido involucrados en el mantenimiento del potencial de reposo, en la 

regulación de la generación y propagación de potenciales de acción y en el control de 

disparo en salvas (Battefeld et al., 2014; Wu et al., 2008; Yue y Yaari, 2006). Además, los 

canales Kv7 limitan la probabilidad de liberación de neurotransmisor en el cáliz de Held 

(Huang y Trussell, 2011) y la sumación temporal de potenciales post-sinápticos excitatorios 

en neuronas hipocampales, piramidales de la corteza y neuronas espinosas medianas 

estriatales (Hu et al., 2002; Lee y Kwag, 2012; Shen et al., 2005).  

Las ICE expresan canales Kv7 (Cooper et al., 2001; Paz et al., 2018). Sin embargo, trabajos 

previos del laboratorio demostraron que el bloqueo de estos canales no altera la 

excitabilidad de las ICE (Paz et al., 2018; Sanchez et al., 2011; Tubert et al., 2016) en ratones 

control. Por otro lado, los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), como el diclofenac y el 

ácido meclofenámico (MFA), se comportan como abridores o bloqueantes de canales Kv7, 

dependiendo de las subunidades que conformen el canal (Brueggemann et al., 2011). En 

este Capítulo, se describe el rol de los canales Kv7 en la actividad espontánea y excitabilidad 

de las ICE. Se utilizaron no sólo bloqueantes sino también abridores selectivos de estos 

canales y se estudió la capacidad de los AINEs para controlar la actividad de las ICE a través 

de su acción sobre canales Kv7. El objetivo último fue determinar si los canales Kv7 y la 
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farmacología actualmente disponible para regularlos podrían representar nuevas opciones 

terapéuticas para modular la actividad de las ICE en condiciones patológicas donde se 

encuentran hiperactivas como en la EP. 

6.1 Las ICE expresan canales Kv7, pero bloquearlos no tiene efecto sobre la 

actividad tónica y excitabilidad  

Existen cinco subunidades de canales Kv7 (Kv7.1-Kv7.5) que pueden formar homo- o 

heterotetrámeros con diferentes propiedades funcionales y farmacológicas. Cuatro de ellos 

(Kv7.2-Kv7.5) se expresan en el cerebro (Jentsch, 2000). En un trabajo del laboratorio del que 

forman parte datos de esta tesis, se demostró la presencia de las subunidades Kv7.2, Kv7.3 y 

Kv7.5 en ICE mediante técnicas de inmunohistoquímica y análisis de expresión de ARN 

mensajero (Paz et al., 2018). Estos experimentos fueron realizados por la Lic. Agostina Stahl. 

Las subunidades 7.2 y 7.5 fueron detectadas en el 97.8±2.2% y 98.0±2.0% de las ICE 

analizadas por inmunomarcación respectivamente. La subunidad 7.3 fue detectada en el 

39.8±11.1% de las ICE mientras que no se detectó la subunidad 7.4 (Paz et al., 2018). 

A pesar de la abundante expresión de canales Kv7 en las ICE, trabajos previos mostraron que 

su bloqueo no altera la excitabilidad de las ICE (Sanchez et al., 2011; Tubert et al., 2016). 

Para confirmar y extender estos resultados, se evaluó el efecto de dosis más altas del 

bloqueante de Kv7, XE991, que las usadas previamente (Sanchez et al., 2011; Tubert et al., 

2016) y el efecto de un bloqueante adicional, linopirdine, sobre la respuesta a pulsos de 

corriente despolarizante en ICE de ratones control. La aplicación de estos bloqueantes no 

modificó el número de potenciales de acción ni la coordenada temporal del último disparo 

en respuesta a pulsos de corriente despolarizante (Figura r24). Estos datos confirman y 

extienden resultados previos que indican que el bloqueo de canales Kv7 no afecta la 

excitabilidad de las ICE.  
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Figura r24. El bloqueo de canales Kv7 no modifica la respuesta a pulsos de corriente. A: Esquema de una ICE 

en las condiciones experimentales de registro. B: Registros representativos de una ICE antes y después del 

agregado de XE991 (30µM). C-D: Número de potenciales de acción (PAs) (C) y coordenada temporal del último 

potencial de acción (D) en ICE antes y después del agregado de XE991 (30µM) al baño de registro. ANOVA de 

dos vías, NS. N=6 células de 4 ratones. E-F: Número de potenciales de acción (E) y coordenada temporal del 

último potencial de acción (F) en ICE antes y después del agregado de linopirdine (10µM) al baño de registro. 

ANOVA de dos vías, NS. N=5 células 2 ratones. 

Por otro lado, se estudió si los canales Kv7 son reclutados durante la actividad tónica 

espontánea de las ICE. Para ello, se realizaron registros en configuración cell-attached para 

estudiar la actividad espontánea en presencia de XE991 (30µM). El agregado de XE991 no 

modificó la frecuencia de disparo espontáneo de las ICE en estos registros (Figura r25), 

sugiriendo que, al menos en condiciones ex vivo, los canales Kv7 no contribuyen a regular la 

frecuencia de disparo espontánea de las ICE. 
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Figura r25. El bloqueo de canales Kv7 no modifica la actividad de disparo espontánea de las ICE. A: Esquema 

de una ICE en configuración cell-attached. B: Registros representativos de una ICE antes y después del 

agregado de XE991 (30µM). C: Comparación de la frecuencia promedio de disparo de ICE antes y después del 

agregado de XE991. Prueba de T pareada, NS. Cada círculo corresponde a una célula. 

6.2 Canales Kv7 limitan la sumación de EPSP en ICE mediante mecanismos 

postsinápticos 

Se ha descripto que los canales Kv7 regulan la integración de entradas sinápticas excitatorias 

subumbrales (Hu et al., 2002; Lee y Kwag, 2012; Shen et al., 2005). En general, se observa 

una correlación entre la magnitud de la respuesta a pulsos de corriente despolarizante 

aplicados en el soma y el grado de sumación temporal de EPSP. Sin embargo, existen 

estudios en los que encuentran disociados estos dos fenómenos (Hönigsperger et al., 2015). 

Para estudiar si estos canales limitan la integración temporal de EPSP en ICE, se evaluó la 

respuesta de ICE a entradas glutamatérgicas. Por un lado, se estimularon eléctricamente las 

aferencias sinápticas con un electrodo bipolar localizado en el estriado con un protocolo de 

estimulación de 5 pulsos a 20Hz en presencia de picrotoxina para independizarse de efectos 

mediados por transmisión GABAérgica (Figura r26A). El agregado de XE991 incrementó la 

amplitud del primer EPSP (1.8 ± 0.3mV antes y 2.5 ± 0.2 mV después del agregado de XE991 

30µM, prueba de T pareada, p=0.0084) y la sumación temporal de entradas excitatorias, 

evidenciada como un aumento en la despolarización inducida por el último pulso con 

respecto al primero (Figura r26B-C), sin modificar el potencial de reposo de la célula (-65.3 ± 

1.7mV antes y -64.9 ± 1.7mV después del agregado de XE991 30 µM, prueba de T pareada, 

p=0.6950). Se repitieron estos experimentos utilizando otro bloqueante de canales Kv7, 

linopirdine (10µM). La adición de linopirdine tuvo los mismos efectos que el XE991 sobre la 

sumación de EPSP (Figura r26D-E) sin modificar el potencial de reposo (-66.5 ± 1.0 mV antes 

y -66.6 ± 0.9 mV después de agregar linopirdine, prueba de T pareada, p=0.9528]. La adición 

de CNQX (40µM) bloqueó la inducción de EPSP, confirmando que la estimulación eléctrica 

no está despolarizando directamente la neurona registrada (Figura r26B, D).  
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Figura r26. El bloqueo de canales Kv7 aumenta la sumación temporal de EPSP en ICE. A: Esquema de una ICE 

en las condiciones de registro usadas. B: Ejemplos representativos de la respuesta subumbral de una ICE a una 

estimulación eléctrica intraestriatal de 5 pulsos a 20Hz antes y después del agregado de XE991. El agregado de 

CNQX (40µM) suprime la respuesta confirmando la dependencia de aferentes glutamatérgicos. C: EPSP 

normalizado al primer potencial postsináptico. ANOVA de dos vías con medidas repetidas, interacción 

significativa, comparación post-hoc (pulso 5): **p<0.01. N=4 células de 3 ratones. D: Ejemplos representativos 

de la respuesta subumbral de una ICE a la estimulación eléctrica intraestriatal de 5 pulsos a 20Hz antes y 

después del agregado de linopirdine y CNQX. E: EPSP normalizado al primer potencial. ANOVA de dos vías con 

medidas repetidas, interacción significativa, comparación post-hoc (pulso 5): **p<0.01. N=6 células de 3 

animales.  

Estos efectos pueden deberse a la acción de los bloqueantes sobre los canales Kv7 

localizados en las ICE pero también podrían explicarse como un aumento en la liberación de 

glutamato a nivel del terminal pre-sináptico. Dado que existe evidencia de que los canales 

Kv7 pueden regular la liberación de neurotrasmisores (Huang y Trussell, 2011) y que los 

experimentos presentados hasta el momento no permiten distinguir efectos pre-sinápticos 

de efectos post-sinápticos, se estudió el efecto de bloquear canales Kv7 en la sumación de 

respuestas evocadas por la fotoliberación de glutamato enjaulado (RuBi-glutamate) en 

presencia de picrotoxina (Figura r27A) (Fino et al., 2009). El glutamato enjaulado fue 

agregado al ACSF y liberado con un tren de pulsos de luz que reproduce el patrón de 

estimulación eléctrica (5 pulsos a 20Hz y 0.1ms de ancho de pulso) mediante una fibra 

óptica ubicada cerca de la ICE registrada. En estas condiciones, la aplicación de XE991 

incrementó la sumación de EPSP en las ICE (Figura r27B-C).  

 

Figura r27. El bloqueo de canales Kv7 aumenta la sumación de EPSP en respuesta a liberación de glutamato. 

A: Esquema del experimento. B: Registro representativo de una ICE a pulsos de luz (5 pulsos a 20Hz de ancho 

0.1ms) que liberan glutamato antes y después del agregado de XE991 y luego de añadir bloqueantes de la 

transmisión glutamatérgica (CNQX 40µM y AP5 50µM). El agregado de CNQX y AP5 confirma la dependencia 

de receptores glutamatérgicos. C: EPSP normalizado al primer potencial post-sináptico. ANOVA de dos vías con 

medidas repetidas, interacción significativa, comparación post-hoc (pulso 5): ****p<0.0001. N=6 células de 3 

ratones. 

De manera similar a la after hyperpolarization (AHP) que sigue a inyecciones de corriente 

despolarizante (ver Figura r3I), un tren de EPSP también es seguido por una AHP (Figura 

r28A). Esta AHP ha sido relacionada con la respuesta en pausa que muestran las ICE en 

respuesta a estímulos ambientales salientes (Reynolds et al., 2004; Tubert et al., 2016; 

Tubert y Murer, 2020) y podría depender de corrientes de K+ activables por despolarización, 
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por ejemplo, corrientes Kv7. Sin embargo, el bloqueo de canales Kv7 no disminuyó la 

amplitud de la AHP que sigue a un tren de EPSP evocados mediante estimulación eléctrica 

(Figura r28B-C), mientras que la AHP que sigue a EPSP evocados por liberación de glutamato 

fue mayor luego del agregado de XE991 (Figura r28D).  

 

Figura r28. La AHP no se ve reducida por el bloqueo de canales Kv7. A: Registros donde se muestra la 

medición de la AHP luego de un tren de EPSP generados por estimulación eléctrica (arriba) o por liberación de 

glutamato (abajo). B-D: Comparación de la AHP antes y después del agregado de XE991 (B) o linopirdine (C) 

para el protocolo de estimulación eléctrica, y antes y después del agregado de XE991 para el protocolo de 

liberación de glutamato (D). B-D: prueba de T pareada: *p=0.0175. Los círculos/triángulos corresponden a 

células individuales.  

Estos resultados confirman que los canales Kv7 localizados en las ICE, contribuyen a limitar la 

sumación temporal de EPSP, e indican que la AHP que sigue a un tren de EPSP depende 

principalmente de otras corrientes, lo que resulta consistente con resultados de trabajos 

previos (Goldberg y Wilson, 2005; Sanchez et al., 2011; Tubert et al., 2016; Wilson y 

Goldberg, 2006). El aumento de la AHP luego del bloqueo de canales Kv7 en los 

experimentos de liberación de glutamato podría deberse a que una mayor despolarización 

alcanzada luego del agregado de XE991 recluta corrientes adicionales que amplifican la AHP 

que sigue al tren de pulsos.  

6.3 Las ICE poseen una gran reserva funcional de canales Kv7 

Los datos presentados hasta el momento indican que los canales Kv7 presentes en las ICE 

contribuyen a la integración temporal de EPSP subumbrales. Sin embargo, es llamativa la 

falta de efecto del bloqueo de estos canales en la respuesta a pulsos despolarizantes 

supraumbrales aplicados en el soma dada la alta expresión de tres de las subunidades 

detectadas mediante inmunohistoquímica (Paz et al., 2018). Para evaluar si una mayor 

disponibilidad de corrientes mediadas por canales Kv7 en las ICE puede contribuir a limitar la 

respuesta a estímulos supraumbrales y la actividad espontánea, se estudiaron los efectos de 

un fármaco abridor de canales Kv7, retigabina (Figura r29A).  

El agregado de retigabina (10µM) al ACSF disminuyó marcadamente la respuesta de las ICE a 

inyecciones despolarizantes de corriente, evidenciado como una disminución en el número 

de potenciales de acción en respuesta a pulsos de corriente despolarizante de 1 segundo, 
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mientras que XE991 bloqueó completamente el efecto de la retigabina (Figura r29B-C). Por 

otro lado, el agregado de retigabina disminuyó la frecuencia de disparo espontánea en 

registros en configuración cell-attached mientras que el XE991 la restauró (Figura r29D-E). 

Los resultados de estos experimentos indican que las ICE poseen canales Kv7 disponibles en 

la membrana con la capacidad de ser reclutados para contribuir a modular la excitabilidad 

somática y la frecuencia de disparo espontáneo de las ICE. 

 

Figura r29. Retigabina disminuye la excitabilidad de las ICE y su actividad tónica espontánea. A: Esquema de 

una ICE indicando la acción del abridor (retigabina) y bloqueante (XE991) de canales Kv7. B: Respuesta de una 

ICE a un pulso despolarizante de 140pA antes y después del agregado de retigabina (10µM) y XE991 (30µM). C: 

Número de potenciales de acción en respuesta a diferentes intensidades de pulso de corriente antes y después 

del agregado de retigabina y XE991. ANOVA de dos vías, interacción significativa, comparaciones post-hoc 

(pulso 290pA): ****p<0.0001, N=4 células de 3 animales. D: Registro representativo en configuración cell-

attached de la actividad espontánea de una ICE luego del agregado secuencial de retigabina y XE991. E: 

Comparación de la frecuencia promedio de disparo de ICE antes y después del agregado secuencial de 

retigabina y XE991. ANOVA de una vía con medidas repetidas, comparaciones post-hoc: *p<0.05. N=5 células 

de 3 animales. 

6.4 Los AINEs disminuyen la excitabilidad de las ICE por un mecanismo 

independiente de Kv7 

Los AINEs se han descripto como abridores o bloqueantes de canales Kv7 dependiendo de 

las subunidades que componen al canal. Los canales compuestos por subunidades Kv7.2, 

Kv7.3 y Kv7.4 son susceptibles a ser abiertos por los AINEs, mientras que los Kv7.5 son 

bloqueados (Brueggemann et al., 2011; Peretz et al., 2005). Para evaluar si los AINEs son 

capaces de modificar la excitabilidad y actividad espontanea de las ICE por su acción sobre 

canales Kv7, se evaluó la respuesta a pulsos de corriente despolarizante y la actividad tónica 

espontánea antes y después del agregado de diclofenac o ácido meclofenámico (MFA) 
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(Figura r30A). Ambos AINEs disminuyeron significativamente la excitabilidad somática y el 

diclofenac disminuyó la actividad espontánea de las ICE. Sin embargo, la aplicación de XE991 

luego del agregado de diclofenac o de MFA no logró revertir estos efectos (Figura r30B-G). 

Estos resultados sugieren que los AINEs regulan la excitabilidad y actividad espontánea de 

las ICE por un mecanismo independiente (al menos en parte) de su acción sobre canales Kv7.   

 

Figura r30. XE991 no revierte los efectos de los AINEs. A: Esquema de una ICE bajo la acción de 

diclofenac/MFA y XE991. B: Registros representativos de ICE en respuesta a un pulso de corriente de 140pA 

antes y después del agregado secuencial de diclofenac (100µM) y XE991 (30µM). C: Número de potenciales de 

acción en función de la intensidad de pulso de corriente despolarizante antes y después del agregado de 

diclofenac y XE991. ANOVA de dos vías con medidas repetidas, interacción significativa, comparaciones post-

hoc (pulso 290pA): ****p<0.0001, n=5 células. D: Registros representativos de ICE en respuesta a un pulso de 

corriente de 140pA antes y después del agregado secuencial de ácido meclofenámico (MFA, 100µM) y XE991 

(30µM). E: Número de potenciales de acción en función de la intensidad de pulso de corriente despolarizante 

antes y después del agregado de MFA y XE991. ANOVA de dos vías con medidas repetidas, interacción 

significativa, comparaciones post-hoc (pulso 290pA): ****p<0.0001, n=3 células. F: Registro en cell-attached 

de la actividad espontánea de una ICE antes y después del agregado secuencial de diclofenac y XE991. G: 

Comparación de la frecuencia promedio de disparo de ICE antes y después del agregado secuencial de 

diclofenac y XE991. ANOVA de una vía con medidas repetidas, comparaciones post-hoc: *p<0.05, **p<0.01. 

Cada círculo corresponde a una célula.  
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6.5 Conclusión Capítulo III 

En este Capítulo se estudió el rol de los canales de potasio dependientes de voltaje Kv7 en la 

excitabilidad y actividad espontánea intrínseca de las ICE. Si bien las ICE expresan varias 

subunidades de canales Kv7, bloquearlos no tuvo efectos sobre la respuesta a inyecciones 

somáticas de corriente despolarizante ni sobre la actividad espontánea, aunque sí limitan las 

respuestas subumbrales a entradas sinápticas glutamatérgicas. Sin embargo, la apertura 

farmacológica de canales Kv7 disminuyó marcadamente la respuesta a inyecciones de 

corriente y la frecuencia de disparo espontánea, indicando que la gran reserva de canales 

Kv7 presentes en las ICE son funcionales y susceptibles a ser regulados. In vivo, esta 

regulación probablemente dependa de la acción de neuromoduladores sobre receptores 

metabotrópicos que regulan la vía de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) necesaria para la 

apertura de estos canales (Zaydman y Cui, 2014). Además, se encontró que los AINEs 

reducen la excitabilidad y actividad espontánea de las ICE, aunque por un mecanismo 

independiente de canales Kv7. Así, tanto los AINEs como la retigabina aparecen como 

farmacología prometedora para reducir la actividad de las ICE en condiciones patológicas 

como en la EP, donde se encuentran hiperexcitables. Estos fármacos ya están aprobados por 

organismos reguladores como la FDA (Food and Drug Administration) y la EMA (European 

Medicines Agency) para uso como antiinflamatorios, en el caso de los AINEs, y como terapia 

anticonvulsionante en el caso de la retigabina (Large et al., 2012), lo que podría acelerar su 

transferencia para uso clínico en la EP.  
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7 DISCUSION 

7.1 Alteraciones intrínsecas de las ICE en la EP 

Las ICE tienen un rol crítico en el funcionamiento de los circuitos estriatales y estudios 

recientes demostraron que cambios en la actividad de estas interneuronas contribuyen a 

generar los síntomas de la enfermedad de Parkinson y las discinesias inducidas por L-DOPA 

(Ding et al., 2011; Maurice et al., 2015; Tubert y Murer, 2020; Won et al., 2014). Sin 

embargo, las alteraciones fisiológicas de las ICE inducidas por un tratamiento crónico con L-

DOPA no habían sido estudiadas, en particular en modelos de la EP avanzada, cuando las 

fluctuaciones motoras y las LID se vuelven seriamente debilitantes y es necesario el 

desarrollo de nuevas terapias. 

En esta tesis se utilizaron registros en rodajas de cerebro para caracterizar la excitabilidad y 

actividad espontánea intrínseca de las ICE en un modelo animal de la EP que recibió un 

tratamiento crónico discinetogénico con L-DOPA. Se encontró que el tratamiento con L-

DOPA induce hiperexcitabilidad y actividad espontánea con patrón oscilatorio “salva-pausa” 

en las ICE de ratones parkinsonianos. Luego se identificaron las corrientes involucradas en 

este patrón oscilatorio con protocolos de voltaje clamp selectivos combinados con 

farmacología y se modificaron estas corrientes en tiempo real con la técnica de dynamic 

clamp, logrando corregir la actividad patológica en células de animales discinéticos y 

generando patrones de actividad anormales en células de animales sanos. Los resultados de 

estos experimentos concluyeron que las ICE oscilatorias presentan mayores corrientes 

inward-rectifier (IKir) y menores corrientes de leak (ILeak), y que una mayor influencia de IKir 

mediada muy probablemente por canales Kir2.2 es responsable del comportamiento 

oscilatorio (Figura d1).  

Se reconoce que los canales Kir2 generalmente contribuyen a mantener el potencial de 

membrana, la resistencia de entrada y limitar la suma temporal de entradas sinápticas 

excitatorias (Day et al., 2005; Shen et al., 2007). Sin embargo, en determinadas condiciones, 

como en presencia de niveles apropiados de Ih y de Ileak, los canales Kir2 pueden contribuir a 

generar oscilaciones del potencial de membrana (Amarillo et al., 2014, 2018; Wilson, 2005). 

Los datos de esta tesis indican que canales formados por la subunidad Kir2.2 son los 

candidatos más probables a mediar las oscilaciones dada su sensibilidad a bajas 

concentraciones de bario y su prominente rectificación que da lugar a una zona con 

pendiente negativa en la curva I-V (Dhamoon et al., 2004; Hibino et al., 2010). Por otro lado, 

la identidad de ILeak en las ICE es aún desconocida. Aunque las ICE expresan canales de leak 

de potasio TASK-3 (Berg y Bayliss, 2007), la ILeak reportada aquí parecería depender de Na+ y 

K+, dado su potencial de reversión. Un candidato probable a mediar esta corriente son los 

canales HCN. Los canales HCN2 conducen una corriente instantánea con comportamiento 
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óhmico de leak (además de la conocida corriente Ih de activación lenta) (Biel et al., 2009; 

Proenza et al., 2002) que también es sensible a cAMP (Proenza et al., 2002). Es probable 

entonces que los canales HCN2 contribuyan a ILeak en las ICE dado que se expresan en estas 

neuronas (Santoro et al., 2000; Zhao et al., 2016). 

Por otro lado, los mecanismos de regulación de IKir en las ICE no se conocían. Se demostró 

que la estimulación de receptores para dopamina D1/D5 incrementa IKir e induce actividad 

oscilatoria en ICE de ratones control. La exposición a agonistas D1/D5 también incrementa 

la respuesta a pulsos de corriente despolarizante en ICE de animales control, volviendo a 

estas células muy parecidas en cuanto a su perfil de actividad a las ICE de animales 

discinéticos. Si bien la estimulación D1/D5 reproduce todos los efectos del tratamiento 

crónico con L-DOPA, el bloqueo de receptores D1/D5 no revierte la hiperexcitabilidad y 

actividad oscilatoria ya establecida en ICE de ratones discinéticos, sugiriendo que estos 

cambios no son causados por la presencia de dopamina remanente durante los 

experimentos, sino que responderían a alteraciones plásticas inducidas por el tratamiento 

crónico con L-DOPA. Se conoce que los receptores para dopamina de tipo D5, presentes en 

las ICE, exhiben una significativa actividad constitutiva (actividad en ausencia de dopamina) 

que se relaciona con los niveles de expresión del receptor D5 y producen acumulación 

intracelular de cAMP dependiente del tiempo (Tiberi y Caron, 1994; Zhang et al., 2014), y un 

trabajo reciente encontró un aumento de la expresión del receptor D5 en tejido estriatal de 

animales discinéticos (Castello et al., 2020). Sobre esta base, cabe hipotetizar que una 

mayor expresión del receptor D5 en ICE de ratones discinéticos podría resultar en una 

mayor actividad constitutiva, contribuyendo a generar el estado de hiperexcitabilidad y 

patrón de disparo oscilatorio. Si bien no fue abordado en los resultados de esta tesis, en 

experimentos realizados por la Dra. Cecilia Tubert en el laboratorio, se demostró que la vía 

de cAMP está involucrada en el aumento de excitabilidad y actividad oscilatoria en las ICE de 

ratones discinéticos (Paz et al., 2021) (Figura d1). Actualmente no existen técnicas que 

permitan medir la actividad constitutiva del receptor de manera directa. Una posibilidad 

para estudiarla de manera indirecta consiste en intervenir las cascadas de señalización río 

abajo del receptor, como por ejemplo la vía de cAMP, aunque otros receptores 

metabotrópicos también señalizan por esta vía. Alternativamente, existe fármacos que 

funcionan como agonistas inversos sobre receptores D1/D5 que disminuyen su actividad 

constitutiva (Martin et al., 2001). En particular, se ha descripto que algunos fármacos 

antipsicóticos tienen esta propiedad, aunque con poca especificidad, dado que tienen 

efectos adicionales sobre otros receptores (Tiberi y Caron, 1994; Zhang et al., 2014). 

Alternativamente, y considerando que la actividad constitutiva se relaciona con el nivel de 

expresión del receptor (Zhang et al., 2014) se puede estudiar si eliminar o silenciar el 

receptor D5 de las ICE reduce las discinesias y la actividad anormal de las ICE luego del 

tratamiento con L-DOPA. Un estudio reciente encontró que la inyección intraestriatal de 

ARN de interferencia dirigida contra el gen Ddr5 (que codifica para el receptor D5) reduce 

las discinesias en ratas parkinsonianas (Wang et al., 2021), aunque esta manipulación no es 
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especifica de interneuronas colinérgicas. El uso de vectores virales que dirijan la expresión 

de la recombinasa cre selectivamente en las ICE de ratones donde el único exón del 

receptor D5 está flanqueado por sitios loxP (Sariñana et al., 2014) es una alternativa que 

tiene la ventaja de poder eliminar el receptor con selectividad de tipo neuronal, temporal y 

espacial. 

 

Figura d1. Resumen de los mecanismos involucrados en el aumento del patrón oscilatorio salva-pausa en las 

ICE de ratones discinéticos. Arriba: en el raton sano, la actividad normal del receptor D5 (que señaliza vía 

cAMP) resulta en niveles fisiológicos de corrientes Kir y leak conduciento a un patrón de actividad espontanea 

regular que no es modificado por la degeneración de células dopaminergicas de la sustancia nigra pars 

compacta (SNc). Abajo: luego de un tratamiento crónico con L-DOPA que indujo discinesias, la mayor actividad 

independiente de ligando de la vía D5-cAMP conduce a un desbalance de las corrientes Kir y leak, permitiendo 

la aparición de una zona con pendiente negativa en la curva I-V que causa un patrón oscilatorio salva-pausa 

anormal en las ICE.  
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Finalmente, resta esclarecer los mecanismos iónicos involucrados en el aumento de la 

excitabilidad medida como respuesta a inyecciones de corriente despolarizante. Tubert et 

al. (2016) demostraron que una disminución en la corriente mediada por canales Kv1.3 es 

responsable de la hiperexcitabilidad de las ICE en ratones parkinsonianos nunca expuestos a 

la L-DOPA. En esta tesis se encontró que el tratamiento con L-DOPA exacerba esta 

hiperexcitabilidad, pero no se identificaron las corrientes que subyacen a este cambio. 

Resultados no publicados de Cecilia Tubert sugieren que una reducción aún mayor de la 

corriente mediada por canales Kv1.3 sería causante de esta hiperexcitabilidad y que esta 

corriente es modulada por la vía de D5-cAMP. Así, los canales Kv1.3 se convierten en otro 

potencial blanco molecular para controlar la actividad patológica de las ICE en la EP y en las 

LID.  

7.2 Posibles consecuencias circuitales de los cambios intrínsecos de las ICE en la 

EP 

7.2.1 Plasticidad córticoestriatal y excitabilidad de las NEM 

Se reconoce que alteraciones en la plasticidad córticoestriatal contribuyen al desbalance de 

las vías de salida del estriado que causa los síntomas motores de la EP. En este sentido, las 

ICE tienen un rol clave. Durante el período “off” L-DOPA, la actividad en salvas de las ICE 

podría aumentar la inhibición de la producción de endocanabinoides (eCB) por 

sobreestimulación del receptor M1 en las iNEM (Kreitzer y Malenka, 2005, 2007; Wang 

et al., 2006), bloqueando la LTD en las sinapsis glutamatérgicas sobre las iNEM, que exhiben 

LTD dependiente de eCB. De hecho, es posible reestablecer la LTD inhibiendo a las ICE 

(Augustin y Lovinger, 2018; Calabresi et al., 2014; Wang et al., 2006). Además, la 

estimulación de receptores M1 permite la inducción de LTP sobre las sinapsis 

córticoestriatales (Calabresi et al., 1999). Si bien tanto las dNEM como las iNEM expresan 

receptores M1, las iNEM son más moduladas por estos receptores, en especial en modelos 

de la EP (Shen et al., 2007). Así, las ICE podrían contribuir mediante este mecanismo a la 

falta de LTD en las iNEM característico de la EP. Asimismo, los receptores M1 reducen 

corrientes Kir2, Kv7 y Kv4, aumentando la excitabilidad de las NEM (Day et al., 2008; Howe y 

Surmeier, 1995; Lv et al., 2017; Pérez-Ramírez et al., 2015; Perez-Rosello et al., 2005; Shen 

et al., 2007; Xiang et al., 2012) lo que proporciona otro mecanismo por el cual las ICE 

contribuirían al desbalance de las vías de salida del estriado en la EP. Por otro lado, la 

activación de receptores nicotínicos presinápticos también puede contribuir al desbalance a 

favor de las iNEM (McGehee et al., 1995). De hecho, en modelos animales de la EP, las ICE 

amplifican la excitación tálamoestriatal sobre las iNEM mediante la activación de receptores 

nicotínicos localizados en las aferencias tálamoestriatales (Tanimura et al., 2019). 

Por otra parte, la activación de receptores M4, localizados preferentemente en las dNEM 

(Bernard et al., 1992; Kreitzer y Malenka, 2007), tiene efectos antagónicos al receptor D1 

sobre la señalización por cAMP en las dNEM (Bonsi et al., 2008; Shen et al., 2015; Xue et al., 
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2015). Niveles relativamente bajos de acetilcolina son capaces de atenuar el aumento de 

cAMP inducido por la activación del receptor para dopamina D1 en las dNEM (Nair et al., 

2019), sugiriendo que la activación tónica del receptor M4 bloquea la señalización 

dopaminérgica sobre las dNEM. De esta manera, las pausas de las ICE representarían una 

ventana temporal para la señalización mediada por receptores D1. Durante el periodo “on” 

L-DOPA, el aumento de pausas de las ICE podría facilitar la activación de cascadas 

dependientes de cAMP mediadas por activación del receptor D1, resultando en LTP anormal 

e hiperactividad de las dNEM que causan las LID (Cenci, 2014; Darmopil et al., 2009; Espay 

et al., 2018). En línea con esta hipótesis, la potenciación de la señalización M4 restaura la 

plasticidad normal de las sinapsis glutamatérgicas sobre las dNEM y reduce las LID (Shen 

et al., 2015). Por otro lado, a medida que los niveles de L-DOPA caen, la menor activación 

del receptor D1 podría ser insuficiente para contrarrestar el efecto inhibitorio del M4 

durante las salvas de las ICE, lo que limitaría el efecto terapéutico de la L-DOPA y aceleraría 

la transición al estado “off”. De hecho, los antagonistas M4 administrados junto con la L-

DOPA extienden la duración de los efectos de la L-DOPA (Chambers et al., 2019). 

7.2.2 Liberación de dopamina 

La activación sincrónica de las ICE mediada por excitación glutamatérgica aferente de la 

corteza o del tálamo es capaz de inducir la liberación de dopamina por activación de 

receptores nicotínicos localizados en las terminales dopaminérgicas presinápticas (Kosillo 

et al., 2016; Threlfell et al., 2012). En etapas tempranas de la EP, las terminales 

dopaminérgicas remanentes almacenan la L-DOPA y liberan dopamina de manera 

controlada. Sin embargo, en etapas tardías con avanzada neurodegeneración, la conversión 

de L-DOPA a dopamina ocurre principalmente en las aferencias estriatales serotoninérgicas 

que no cuentan con los mecanismos de regulación para la liberación de dopamina y la 

liberan de forma descontrolada (Lindgren et al., 2010; Mosharov et al., 2015). Estas 

terminales también poseen receptores nicotínicos que inducen la liberación de serotonina 

(Takahashi et al., 1998) y antagonizar o desensibilizar los receptores nicotínicos durante el 

periodo “on” L-DOPA es capaz de atenuar la liberación de dopamina y reducir las discinesias 

en modelos animales (Bordia et al., 2013; Bordia y Perez, 2019; Zhang et al., 2015). Así, es 

posible especular que la hiperexcitabilidad de las ICE reportada en esta tesis podría volverlas 

más susceptibles a ser sincronizadas por aferencias excitatorias (Tubert et al., 2016) y de 

esta manera podrían contribuir a la liberación anormal de dopamina durante el periodo 

“on” L-DOPA.  

7.2.3 Plasticidad estructural  

Luego de la degeneración dopaminérgica, se han encontrados marcados cambios 

estructurales en las NEM que son además afectados por el tratamiento con L-DOPA (Day 

et al., 2006; Fieblinger et al., 2018; Shen et al., 2007; Suárez et al., 2014). En particular, las 

iNEM se podan de espinas luego de la denervación dopaminérgica (Day et al., 2006) y se ha 

propuesto que este podado responde a adaptaciones homeostáticas para compensar la 
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hiperexcitabilidad inducida por sobreestimulación del receptor de acetilcolina M1 (Shen 

et al., 2007). Esto sugiere que las alteraciones en la actividad de las ICE podrían inducir 

cambios plásticos estructurales adicionales al efecto directo de las ICE en el circuito.   

7.2.4 Actividad anormal de la red 

Como se describió en la introducción de esta tesis, en la EP ocurren cambios en la 

sincronización del circuito corteza-ganglios basales-tálamo (CBT) que resultan en un 

aumento de los ritmos beta (Brown, 2007; Kühn et al., 2006, 2008; Little et al., 2012; Sharott 

et al., 2005). Sobre esta base, estudios recientes reportaron que la infusión intraestriatal de 

acetilcolina en ratones sanos aumenta la potencia de ritmos beta en el estriado y en corteza 

motora (Pittman-Polletta et al., 2018) y que la activación selectiva de las ICE induce 

parkinsonismo y aumento de ritmos beta mediante su acción sobre receptores muscarínicos 

(Kondabolu et al., 2016). Estos estudios sugieren que las alteraciones en las ICE podrían 

contribuir a los cambios patológicos en la sincronización del circuito CBT observados en la 

EP.   

7.3 Reinterpretación del estado hipercolinérgico 

El uso de antagonistas de receptores muscarínicos (anticolinérgicos) estaba muy extendido 

antes de la aparición de la L-DOPA como tratamiento antiparkinsoniano (Barbeau, 1962). 

Aunque su uso clínico actual se ve limitado por su menor eficacia relativa a la L-DOPA y por 

sus efectos adversos por acción sobre sitios colinérgicos extraestriatales (Bohnen et al., 

2009, 2012), los anticolinérgicos presentan eficacia terapéutica comprobada 

(Katzenschlager et al., 2003; Lang y Lees, 2002). Sin embargo, dada su baja especificidad, no 

está claro sobre qué tipo de receptor muscarínico ejercen sus efectos.  

Si bien históricamente se consideró que la degeneración dopaminérgica conduce a 

aumentos en el tono colinérgico estriatal (estado hipercolinérgico), los resultados de esta 

tesis indican que la señalización colinérgica en el estriado parece volverse mucho más 

compleja luego del tratamiento crónico con L-DOPA dado que en estas condiciones las ICE 

presentan un patrón de actividad en salva-pausa que podría dar lugar a variaciones 

alternantes de acetilcolina estriatal. Un estudio reciente reportó que la activación 

optogenética de las ICE puede aumentar o disminuir las discinesias dependiendo del patrón 

de estimulación: pulsos cortos de luz empeoran las LID mientras que pulsos largos las alivian 

(Bordia et al., 2016), indicando que más que cambios netos en los niveles de acetilcolina 

estriatal, es la temporalidad en la liberación de acetilcolina lo que resultaría crucial en la 

manifestación de síntomas motores. En este contexto, teniendo en cuenta los resultados de 

esta tesis y la revisión bibliográfica expuesta en aquí, es posible realizar una reinterpretación 

de la hipótesis del estado hipercolinérgico que permita explicar los mecanismos de acción 

de los antagonistas muscarínicos y concilie resultados de la literatura que hasta ahora 

parecían contradictorios (Ding et al., 2011; Shen et al., 2015; Won et al., 2014).  
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7.3.1 Posibles sitios de acción de los anticolinérgicos 

Durante el período “off” L-DOPA, cuando los niveles de DA son bajos, el desbalance DA-ACh 

(a favor de la ACh) ocurriría durante las salvas de las ICE contribuyendo a la acinesia, 

mientras que durante el periodo “on” L-DOPA, cuando los niveles de DA son altos, el 

desbalance DA-ACh (a favor de la DA) ocurriría durante las pausas de las ICE, causando las 

LID (Figura d2). Así, los efectos de los anticolinérgicos durante estos dos periodos podrían 

deberse a receptores distintos con diferentes localizaciones (Figura d2).  

En el periodo “off” L-DOPA, caracterizado por un desbalance a favor de la vía indirecta, el 

receptor M1 localizado en las iNEM parece un blanco probable que podría explicar los 

efectos terapéuticos de los anticolinérgicos, dado que antagonizar estos receptores 

reduciría la hiperexcitabilidad de las iNEM (Shen et al., 2007) y restauraría la LTD de las 

sinapsis córticoestriatales sobre las iNEM (Kreitzer y Malenka, 2007; Shen et al., 2008; Wang 

et al., 2006). En efecto, el bloqueo de receptores M1 en las iNEM alivia los síndromes 

parkinsonianos inducidos por antipsicóticos en modelos animales (Kharkwal et al., 2016). 

Por otro lado, el bloqueo de receptores M4 (localizado en las dNEM) podría facilitar la 

acción de la dopamina sobre las dNEM (Nair et al., 2019), en particular durante el periodo 

“off” L-DOPA, cuando los niveles de dopamina son bajos, mecanismo que sustentaría la 

potenciación del efecto de la L-DOPA en presencia de anticolinérgicos (Birket-Smith, 1975). 

En resumen, durante el estado “off” L-DOPA, el efecto antiaquinético de los anticolinérgicos 

sería mediado por receptores M1 localizados en las iNEM, mientras que la potenciación del 

efecto terapéutico de la L-DOPA dependería del bloqueo de receptores M4 en las dNEM 

(Figura d2). 

Por otro lado, mientras que la administración de anticolinérgicos también puede empeorar 

las discinesias cuando son administrados junto con la L-DOPA (Birket-Smith, 1975; Lang y 

Lees, 2002), potenciar la señalización colinérgica endógena es capaz de aliviarlas (Birket-

Smith, 1974; Shen et al., 2015), indicando que durante el periodo “on” L-DOPA la 

acetilcolina tendría efectos antidiscinéticos (Chambers et al., 2019; Jackson et al., 2014; 

Shen et al., 2015) y los receptores M4 localizados en las dNEM tendrían un papel crucial 

(Shen et al., 2015). En estas condiciones, los anticolinérgicos administrados durante el 

periodo “on” L-DOPA exacerbarían el efecto de las pausas de las ICE, facilitando aún más la 

respuesta de las dNEM a la dopamina (anormalmente liberada) al bloquear los receptores 

M4, promoviendo la hiperactividad patológica de las dNEM que causa las discinesias (Figura 

d2).  
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Figura d2. Posible contribución de la actividad en salva-pausa de las ICE a los síntomas de la EP y las LID, y 

blancos probables de los anticolinérgicos. Durante el periodo “off” L-DOPA, la actividad en salvas de las ICE 

contribuiría a la hiperactividad de las iNEM por estimulación de receptores M1 (arriba, izquierda) y los 

anticolinérgicos tendrían efectos terapéuticos mediante su acción sobre los receptores M1 y M4 localizados en 

las iNEM y las dNEM respectivamente. Durante el periodo “on” L-DOPA, las pausas de las ICE disminuirían la 

activación del receptor M4, permitiendo el aumento anormal de cAMP de las dNEM en respuesta a la 

dopamina y promoviendo las LID (abajo, derecha). La liberación endógena de acetilcolina durante las salvas 

tendría efectos antidiscinéticos al activar el receptor M4 y contrabalancear la excitación de las dNEM mediada 

por la dopamina (arriba, derecha). Los anticolinérgicos administrados en estas condiciones empeorarían las LID 

por el bloqueo de receptores M4 en las dNEM. Por el contrario, potenciar la señalización M4 mediante la 

administración de moduladores alostéricos positivos (PAMs, positive allosteric modulators) (Shen y col., 2015) 

podría reducir los efectos prodiscinéticos de las pausas de las ICE.  

7.3.2 Restaurar la actividad de las ICE como alternativa terapéutica a la 

administración de anticolinérgicos 

En conjunto, lo anteriormente expuesto sugiere que aproximaciones dirigidas a restaurar la 

actividad normal de las ICE tanto durante los periodos “on” como “off” L-DOPA podrían 

tener importantes ventajas terapéuticas sobre el uso de anticolinérgicos. En este sentido, 

resultados de este y otros trabajos recientes indican que los receptores D5 localizados en las 

ICE representan un blanco terapéutico prometedor. Además de mediar el aumento de 

hiperexcitabilidad y actividad oscilatoria de las ICE reportados aquí, los receptores D5 son 
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responsables del aumento de marcadores de actividad celular en las ICE, como pERK y p-

rpS6, inducidos por el tratamiento con L-DOPA (Castello et al., 2020). Asimismo, disminuir la 

expresión del receptor D5 en el estriado reduce las discinesias (Wang et al., 2021). Si bien 

resta determinar si las ICE presentan mayor expresión del D5 luego del tratamiento con L-

DOPA y si esto conduce a mayor actividad constitutiva de este receptor, estos estudios 

revelan una importante contribución del receptor D5 en las discinesias inducidas por L-

DOPA y remarcan la necesidad de desarrollar farmacología dirigida específicamente a este 

receptor.  

Por otro lado, herramientas dirigidas a los canales Kir2.2 y/o de leak que restauren el 

balance entre estas dos corrientes podría representar una alternativa terapéutica que 

reestablezca la actividad normal de las ICE. En este contexto, los resultados de este trabajo 

adquieren particular relevancia en vista de un estudio reciente que demostró que la 

amantadina, el único tratamiento farmacológico aprobado para atenuar las LID (Fox et al., 

2018; Verhagen Metman et al., 1998), produce su efecto antidiscinético mediante el 

bloqueo de canales Kir2 y no mediante el bloqueo de receptores NMDA como se pensaba 

anteriormente (Shen et al., 2020). Shen et al., demostraron que la amantadina bloquea 

canales Kir2 en las iNEM, lo que resulta en una potenciación de las sinapsis glutamatérgicas 

sobre estas células y contribuye a disminuir las LID. Aunque no es abordado por los autores, 

el efecto antidiscinético de la amantadina podría depender (al menos en parte) del bloqueo 

de los canales Kir2 de las ICE. Llamativamente, la amantadina no sólo reduce las discinesias, 

sino que también tiene efectos terapéuticos sobre la aquinesia y la rigidez (Schwab et al., 

1969), y sobre la severidad y duración de los periodos “off” L-DOPA en pacientes con 

enfermedad de Parkinson avanzada y fluctuaciones motoras. 

En conclusión, el desarrollo de herramientas que permitan controlar la actividad de las ICE y 

en particular intervenciones dirigidas a canales Kir2, canales de leak y la vía de señalización 

mediada por receptores D5 podrían representar nuevas alternativas terapéuticas para tratar 

los síntomas motores de la enfermedad de Parkinson durante el periodo “off” y “on” L-

DOPA. 

7.4 Canales Kv7 como blancos alternativos para regular la actividad de las ICE 

En el Capítulo III de esta tesis se caracterizó la contribución de canales Kv7 a la excitabilidad 

y actividad espontánea de las ICE con el objetivo último de identificar blancos moleculares 

alternativos para modular la actividad de las ICE en condiciones patológicas. Se utilizó una 

batería de bloqueantes de canales Kv7 para demostrar que estos canales no contribuyen a la 

respuesta a pulsos de corriente en cuanto a tasa de disparos y magnitud de la sAHP en las 

ICE. Sin embargo, el abridor de canales Kv7, retigabina, redujo drásticamente la excitabilidad 

y la frecuencia de disparo espontánea de las ICE, demostrando que estas células tienen una 

gran reserva funcional de canales Kv7 susceptibles de ser reclutados farmacológicamente.  
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Por otro lado, los datos expuestos muestran que los canales Kv7 limitan la suma temporal de 

EPSP evocados por estimulación eléctrica de aferencias estriatales. Si bien en otros tipos 

neuronales se ha descripto que los canales Kv7 pueden modular la respuestas subumbrales a 

EPSP mediante efectos pre- y post-sinápticos (Hönigsperger et al., 2015; Hu et al., 2007; 

Pérez-Ramírez et al., 2015; Shen et al., 2005), la suma de EPSP inducidos por la liberación de 

glutamato enjaulado se ve aumentada al bloquear canales Kv7, lo que confirma que los 

canales Kv7 localizados en las ICE limitan la suma temporal de EPSP. Curiosamente, la 

amplitud de la AHP que sigue al tren de EPSP no cambia o incluso se intensifica en lugar de 

reducirse luego del bloqueo de canales Kv7, probablemente debido a que una mayor 

despolarización durante un tren de EPSP logra reclutar con más intensidad las corrientes 

que median la AHP. Estos resultados son consistentes con estudios previos del laboratorio 

que muestran que la AHP que sigue a un tren de EPSP depende en gran parte de canales 

Kv1.3 en las ICE y sugieren que la regulación de diferentes canales Kv controlan la integración 

de EPSP y la AHP que le sigue de manera parcialmente independiente (Tubert et al., 2016). 

La integración de EPSP puede influir sobre la respuesta de las ICE ante estímulos 

ambientales salientes. Como se describió en la introducción de esta tesis, durante el 

aprendizaje de tipo instrumental las ICE desarrollan respuestas a estímulos salientes que 

consisten en una rápida y corta excitación seguida por una pausa en su actividad que dura 

alrededor de 200ms y es usualmente seguida de un rebote de actividad (Aosaki et al., 

1994a; Kimura et al., 1984). Asimismo, mientras que la rápida respuesta excitatoria inicial 

depende de la descarga glutamatérgica de aferentes tálamoestriatales (Matsumoto et al., 

2001), los mecanismos que median la pausa que le sigue aún son sujeto de debate (Tubert y 

Murer, 2020) (ver Introducción, Figura i6). Una de las hipótesis propone que esta excitación 

inicial reclutaría corrientes de K+ de activación lenta cuya activación prolongada en el 

tiempo produciría una hiperpolarización comparable con la sAHP que podría mediar la 

pausa (Reynolds et al., 2004). En vista de ello, los resultados de esta tesis muestran que los 

canales Kv7 son reclutados durante la suma de EPSP y contribuyen a limitar la 

despolarización, pero no contribuyen significativamente a la sAHP, indicando que estos 

canales podrían contribuir a limitar la excitación inicial de las ICE en respuesta a estímulos 

salientes y que otros canales, como los Kv1.3 y Kca serían más determinantes en moldear la 

pausa que sigue a la excitación (Goldberg y Wilson, 2005; Tubert et al., 2016). 

Finalmente, con la perspectiva de identificar farmacología utilizada en la clínica para 

modular la actividad de las ICE, se evaluó el efecto de los AINEs, como el diclofenac y el 

MFA, sobre la excitabilidad y frecuencia de disparo espontánea de las ICE considerando que 

los AINEs se comportan como abridores o bloqueantes de canales Kv7 dependiendo de las 

subunidades que conforman el canal (Brueggemann et al., 2011; Peretz et al., 2005). Si bien 

la aplicación de diclofenac o MFA reduce drásticamente la excitabilidad y la actividad tónica 

de las ICE, estos efectos no son revertidos por el bloqueante de canales Kv7, XE991, 

sugiriendo que los AINEs modulan la actividad de las ICE por mecanismos independientes de 

canales Kv7. Aunque no fue abordado en esta tesis, se han reportado efectos del diclofenac 
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sobre otros canales de membrana tanto a través de mecanismos directos como indirectos 

(Huang et al., 2013; Liu et al., 2005; Sun et al., 2017; Villalonga et al., 2010; Voilley et al., 

2001). Por ejemplo, una vía dependiente de la ciclooxigenasa-1 (COX-1) activa corrientes Ih 

en neuronas del ganglio de la raíz dorsal (Sun et al., 2017), mecanismo que podría explicar 

parte del efecto del diclofenac y el MFA (que inhiben la COX-1) observado en esta tesis. En 

resumen, los datos presentados aquí señalan a los moduladores de canales Kv7 y a los AINEs 

como herramientas que permitirían reducir la actividad de las ICE en condiciones 

patológicas, como en la EP, donde las ICE presentan exacerbada hiperexcitabilidad y 

desregulación de su actividad espontánea.   

En resumen, los resultados de esta tesis permiten entender mejor los efectos de la 

señalización colinérgica estriatal en la EP luego del tratamiento crónico con L-DOPA y 

sugieren que terapias dirigidas a reestablecer su actividad normal podrían tener 

importantes beneficios terapéuticos. Así, los receptores D5, los canales Kir y canales de leak 

aparecen como potenciales blancos terapéuticos para el tratamiento de la EP, mientras que 

los canales Kv7 surgen como blancos moleculares alternativos para controlar la actividad de 

las ICE. 
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