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RESUMEN

Evaluacion de la participacion de  Kv1.3 en la excitabilidad de las interneuronas
colinérgicas estriatales en ratones controly en un modelo de ratén de la
enfermedad de Parkinson

RESUMEN

La acetilcolina y la dopamina son los principales moduladores de la funcion
cérticoestriatal. Desbalances en su disponibilidad pueden resultar en desoérdenes
neuropsiquiatricos como la enfermedad de Parkinson. La acetilcolina es liberada por las
interneuronas colinérgicas estriatales (ICE), que presentan actividad tonica
dependiente de mecanismos intrinsecos, y respuestas fasicas a entradas excitatorias
talamicas que codifican eventos ambientales relevantes como recompensas. Un trabajo
reciente demostrd que las ICE se encuentran hiperactivas en un modelo de rata de la
enfermedad de Parkinson. Nuestro primer objetivo fue identificar las corrientes que
regulan la excitabilidad de las ICE en rodajas de cerebro de ratdn, utilizando la
acomodacion (disminucion de la descarga de potenciales de accidon durante una
despolarizacién sostenida) como indicador. Encontramos que la margatoxina, asi como
otros bloqueantes selectivos y el knock out de la subunidad Kv1.3, reducen fuertemente
la acomodacion de las ICE y la corriente de K* subyacente. También encontramos que
este canal regula la actividad tonica de estas neuronas, como asi también la
integracion sinaptica de inputs glutamatérgicos. Sorprendentemente, también
encontramos que este canal participa de la corriente IsAHP de las ICE, descripta
clasicamente como una corriente de K* sensible a Ca®, pero de la cual hasta el
momento no se habian identificado sus componentes. Luego nos propusimos evaluar si
cambios en los canales que contienen la subunidad Kv1.3 contribuyen generar las
alteraciones de excitabilidad que se observan en ICE de ratones modelo de la
enfermedad de Parkinson. Observamos que, al igual que en ratas, las ICE tienen una
excitabilidad aumentada en ratones modelos de la enfermedad de Parkinson, la cual es
insensible a la margatoxina. También encontramos que las ICE de los ratones
parkinsonianos poseen una integracion sinaptica aumentada y que las corrientes
sensibles a margatoxina son de menor amplitud. En conjunto, nuestros resultados
revelan un rol importante de los canales que contienen la subunidad Kv1.3 en la
excitabilidad de las ICE, en la regulacion de su actividad tonica y en la integracién de
sefales externas. En animales modelo de la enfermedad de Parkinson la funcion de
estos canales estaria alterada, contribuyendo a su fenotipo hiperexcitable. Estos
resultados nos permiten pensar en los canales Kv1.3 como un potencial nuevo blanco
terapéutico para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

Palabras clave: Interneuronas colinérgicas estriatales; excitabilidad, IsAHP, Parkinson,
Kv1.3.




ABSTRACT

Kv1.3 channels mediate the hyperexcitability of striatal cholinergic interneurons
in a mouse model of Parkinson's disease

ABSTRACT

Acetylcholine (ACh) and dopamine are the main modulators of corticostriatal function.
Disbalances in their availability may result in neuropsychiatric disorders like Parkinson’s
disease (PD). ACh is released by striatal cholinergic interneurons (SCINs), which
present tonic activity that depends on intrinsic mechanisms, and phasic responses to
excitatory thalamic inputs that codify salient stimuli like rewards. Recent work showed
hyperactive SCINs in a rat model of PD. Here our first aim was to identify currents that
regulate SCINs excitability in mouse brain slices, using accommodation (reduction of
firing during a sustained depolarization) as an index of excitability. Our results show that
margatoxin, as well as other selective blockers and the knock-out of Kv1.3 subunit,
reduce accommodation and the underlying K* current in SCINs. We also found that this
channel regulates tonic activity and integration of glutamateric inputs in SCINs.
Surprisingly, we also found that in SCINs this channel contributes to the IsAHP current,
which so far is described as a Ca®" dependent K* current whose molecular correlates
have not been identified. We then decided to evaluate if changes in the kv1.3 current
contribute to alterations observed in SCINs excitability in a mouse model of PD. As it is
the case in rats, SCINs become hyperactive after chronic nigrostrital degeneration in the
mouse. Importantly, hiperexcitable SCINs are insensitive to margatoxin in the mouse
PD model. Moreover, SCINs of parkinsonian mice have an increased synaptic
integration and smaller margatoxin sensitive currents compared to sham mice SCINs.
Altogether, our results reveal an important role of channels containing Kv1.3 subunit in
SCINs excitability, in the regulation of their tonic activity and in their synaptic integration
of external signals. In PD the function of these channels might be altered, contributing to
their hyperexcitable phenotype. These results let as nominate Kv1.3 channels as
potential new target of antiparkinsonian therapy.

Key words: Striatal cholinergic interneurons; excitability; ISAHP; Parkinson's disease;
Kv1.3.



INDICE

INDICE
N L] 5 101X 1 [ N TS 7
[.1. Ganglios de [ DASE ......ccooevreeeee e ————— 8
O R O o U (o T 1= T = | OO PR 8
[.1.2. Funcion de los ganglios de la base y regulaciéon por dopamina ................. 11
[.2. Interneuronas colinérgicas estriatales ..........cccooeeeiiiiiiiiiiiii e 13
1.2.1. GeNEralidades ...........ooooiiiiiiiii e 13
1.2.2. Actividad espontanea y excitabilidad ...............cccccooiii 15
1.2.3. Respuesta a aferencias sinapticas ..........coovveiieiiiiiiiiiiiii e 20
[.2.4. Respuesta de PauSa .........cooo i 21
1.2.5. Efecto de la ACh en el circuito estriatal ...............ccccomiiiiiii, 26
1.3. CANAIES A8 K ...ttt 28
l.4. Enfermedad de ParkinSON ............ccuiiiiiiiiiiiiieee e 31
|.4.1. Descripcidén general de la enfermedad y su tratamiento ..................ccc.ooel 31
|.4.2. Alteraciones circuitales que siguen a la degeneracion dopaminérgica .......... 35
l.4.3. Modelos animales de la enfermedad de ParkinsSon .............ccccccceeiiiiiiieeeeens 38
|.4.4. Interneuronas colinérgicas en la enfermedad de Parkinson ............................ 40



OBJETIVOS E HIPOTESIS ..ottt an e nneenens 44
MATERIALES Y METODOS ......ooiiiieeeeeeeeete ettt ste e eee s eneene e 47
M. ANIMAIES ... e e e e 48
M.2. Cirugia @StErEOTAXICA ... .vvieeiiiiiiiiii et 49
M.2.1. Inyeccidn de vector lentiviral con ChR2-YFP ..o 49
M.2.2. LeSion dOPamIiNErgiCa ...........coiiiiuuuieiiiiiiiiiiee et e e e e 49
M.3. ENSayos CONAUCIUAIES ..........ooiiiiiiiiiiiiiiiii e 51
M.4. EleCtrofiSiologia .........ooeeiimiiiiciie e ————— 52
M.4.1. Obtencion de tejido ex vivo para registros electrofisiologicos .................. 52
M.4.2. Registros electrofiSioldQIiCOS ........ovvuuriiiiiiiieee e 52
M.4.3. EStIMUIACION ... 53
M.4.3.1. Estimulacion €l@ctriCa ............ueieiiiiiii e 53
M.4.3.2. Estimulacion optogenétiCa ...........coooveiiiiiiiiiiiiiieee e 54
M.4.4. Manipulaciones farmacolOgiCas ............uuueereeiiiiiiiiiiiiaiiee e 54
M.4.5. Analisis de registros electrofiSiolOgiCOS ............ueeriiiiiiiiiiiiiiiiiie s 55
M.5. INMUNOFIUOIESCENCIA ... 57
IM.5.1. PrOtOCOIOS ......uiiiiiiiiiiiee ettt 57
M.5.2. AdQUISICION A€ IMAJENES ....cooiiiiiiiiiii ittt 59
M.5.3. Analisis de 1as IMAJENES ........cooiiiiiieccce e 59



M.6. Evaluacion de la expresion de ARN ..o 60
M.B.1. CAPIUIA TASEI ....ueeeeeee ettt e e e e e e e e e e eenes 60
M.6.2. Aislamiento de ARN Y RT-PCR ......ooommiiiiiiiiie e 61

M.7. Analisis eStadiStiCO .........uiiiiiii e 63

RESULTADOS ..ot e e e e et e e et e e e e e e e e e e s e eanneenas 64

Capitulo 1: Validaciéon del modelo ChAT-Cre;tdT ..., 65

R.1.1.Caracterizacion del raton ChAT-Cre;tdT ..., 66

Capitulo 2: Regulacion de la excitabilidad de las interneuronas colinérgicas estriatales

........................................................................................................................................ 69
R.2.1. Cambios en la excitabilidad de las ICE durante el desarrollo postnatal .....70
R.2.2. Los bloqueantes de canales Kv1 atenuan la acomodacion ......................... 73
R.2.3. Las ICE expresan una corriente sensible a MgTX ........cooeeeeieiiiiiiiiieiiiiiienn, 83
R.2.4. Las ICE expresan la subunidad KV1.3 ... 85
R.2.5. La corriente sensible a MgTx contribuye ala ISAHP ........cccoooiviiiiiiiiiniinnnnnn. 87

R.2.6. Los canales que contienen la subunidad Kv1.3 regulan la actividad ténica y la

integracion sinaptica de 1as ICE ..o 89



INDICE

Capitulo 3: Contribucion de la subunidad Kv1.3 en la excitabilidad de las ICE de

ratones ParkiNSONIANOS ...........uiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enaeeeeaanans 95
R.3.1. Las ICE de ratones parkinsonianos son mas excitables ...............ccccccceeeees 96

R.3.2. La excitabilidad de las ICE no cambia con el bloqueo agudo de receptores de

(o (o 0= 0 1o = PRSP 101
R.3.3. Las ICE de ratones parkinsonianos son insensibles a MgTX ..............ccco.... 102

R.3.4. Las ICE de ratones parkinsonianos tienen una corriente sensible a MgTx de

E= 10 0] 0] 1 (8 o I =0 I8 o7 o = 105
R.3.5. La IsAHP esta disminuida en las ICE de ratones parkinsonianos ............... 107

R.3.6. La expresion del canal Kv1.3 no esta alterada en ratones parkinsonianos .108

R.3.7. Cambios en RGS4 no afectan la excitabilidad de las ICE .............cc..cooo...... 108
DISCUSION ettt et ettt e et e e e e et et e et et e et e et e e et e e e e eeeneneeeaes 112
D.1. Validacion del modelo ChAT-Cre;tdT .....ooeiieeiieeeeee e, 113
D.2. Excitabilidad de 1aS ICE ... e 114

D.3. Influencia de Kv1.3 sobre patrones fisiologicos de actividad de las ICE ...... 118
D.4. Rol del Kv1.3 en la enfermedad de ParkinSON ........coooeveiieieieeeeeeeeeeaaaan 120
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt et e et et e et e et e e e e e e ree e 123



Introduccion



INTRODUCCION
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La enfermedad de Parkinson es causada por la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas que proyectan preferencialmente al estriado. La dopamina y la
acetilcolina modulan la funcion del circuito corticoestriatal y regulan el control motor
(Barbeau, 1962; Cragg, 2006, Pisani y col., 2007). De acuerdo a la vision clasica, en la
enfermedad de Parkinson se pierde la inhibicion que ejerce la dopamina sobre la
liberacion de acetilcolina, lo que resulta en un estado "hipercolinérgico” (Barbeau,
1962). Actualmente se acepta que las interacciones entre la dopamina y la acetilcolina
son mas complejas de lo propuesto clasicamente (Wang y col., 2006, Threlfell y col.,
2012; Nelson y col., 2014). Sin embargo, la utilizacion de anticolinérgicos como terapia
antiparkinsoniana fue ampliamente utilizada antes de la aparicion de la L-DOPA como
tratamiento principal (Barbeau, 1962), y se sigue utilizando en algunos casos como
complemento de esta Ultima. Estudios mas recientes apoyan la idea de que la
acetilcolina juega un rol importante en la patofisiologia de la enfermedad de Parkinson
(Ding y col., 2006; Sanchez y col., 2011; Ding y col., 2011; Maurice y col., 2015), por lo
gue prevenir los cambios que ocurren en las neuronas que la liberan puede resultar en

un potencial beneficio terapéutico (Deffains y Bergman, 2015).

I.1. Ganglios de la base

I.1.1. Circuito general

Los ganglios de la base son un grupo de nucleos subcorticales interconectados que
procesan la informacién proveniente de la corteza cerebral y modulan su actividad a
través de circuitos de retroalimentacion talamo-corticales (Figura i.1). El estriado dorsal
(caudado y putamen en primates) y el nucleo accumbens son los principales nucleos
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de entrada de los ganglios de la base, y reciben proyecciones directamente desde la
corteza cerebral. Corriente abajo se encuentran los nucleos intermedios, que incluyen
al globo palido (GP, globo palido externo en primates) y nucleo subtalamico (NST). Por
ultimo, siguen los nucleos de salida, que incluyen el nucleo entopeduncular (EP, globo
palido interno en primates) y la sustancia nigra pars reticulata (SNr). La sustancia nigra
pars compacta (SNc) y el area tegmental ventral (ATV) cumplen un rol clave en la
regulacion de los ganglios de la base, liberando dopamina en el estriado, tanto en su

region dorsal como en el nucleo accumbens.

Corteza cerebral

@

Estriado
(©)

————

Figura i.1: Esquema general de los nucleos que forman parte de lo s ganglios de la base. SNc:
sustancia nigra pars compacta; GP: globo palido; NST: ndcleo subtalamico; EP: ndcleo entopeduncular;
SNr: sustancia nigra pars reticulata. ®: proyecciones excitatorias;(): proyecciones inhibitorias. El fondo
amarillo delimita la via indirecta. (Adaptado de Neuroscience - Purves, 32 Edicion).

El estriado recibe proyecciones glutamatérgicas desde practicamente toda la corteza

cerebral y desde los nucleos intralaminares y especificos del talamo (Figura i.2). El
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95% de las neuronas que lo forman son conocidas como "neuronas espinosas
medianas" (NEM). El restante 5% corresponde a distintos tipos de interneuronas,
incluyendo un 3 a 4% de interneuronas GABAérgicas y un 1 a 2% de interneuronas
colinérgicas (Figura i.2). A pesar de ser pocas, las interneuronas ejercen un gran

control sobre la actividad a nivel local.

El procesamiento de informacién cortical en los ganglios de la base ocurre a través de
dos vias: la via directa y la via indirecta (Albin y col., 1989). Estas vias tienen origen en
dos subtipos de NEM, que se caracterizan por sus diferentes proyecciones axonales y
patrones de expresion génica (Gerfen y col., 1990; Smith y col., 1998). La via directa se
origina en las NEM estriatonigrales (ANEM), que proyectan de manera monosinaptica a
los nucleos de salida (EP y SNr) y expresan principalmente el receptor de dopamina
D1. Los nucleos de salida envian proyecciones GABAérgicas hacia el talamo, quien, a
sSu vez, envia proyecciones glutamatérgicas a la corteza (Figura i.1). El efecto neto de
la activacion de esta via es la desinhibicibn de las neuronas excitatorias
talamocorticales. En el circuito motor, la activacion de esta via promueve el
movimiento. La via indirecta se origina en las NEM estriatopalidales (iNEM), quienes
expresan principalmente el receptor de dopamina D2 y proyectan por una via
multisinaptica involucrando al GP y al NST hacia los nucleos de salida (EP y SNr)
(Figura i.1). El efecto de la activacion de esta via es la inhibicion de las neuronas

talamocorticales, y en el circuito motor esto supone a la inhibicion del movimiento.

Si bien el conexionado que mostramos esquematizado en la Figura i.1 muestra la
descripcion clasica del circuito de los ganglios de la base, el panorama es bastante
mas complejo: por ejemplo, existen proyecciones directas de la corteza al NST
(formando la via hiperdirecta) (Nambu y col., 2002), proyecciones directas del GP a los
nucleos de salida (Bolam y col., 1993) y al estriado (Bevan y col., 1998), proyecciones
de NEM de la via directa al GP (Wei y col., 2013) y recientemente se han descripto

conexiones desde el GP hacia la corteza prefrontal (Saunders y Sabatini, 2015).

10
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1.1.2. Funcién de los ganglios de la base y regulacion por dopamina

La dopamina (DA) juega un rol fundamental en la funcion normal de los ganglios de la
base. El estriado esta densamente inervado por fibras dopaminérgicas que se originan
en la SNc y en el ATV. Una fibra dopaminérgica hace contactos sinapticos sobre el
cuello de las espinas dendriticas de muchas NEM a lo largo de una amplia region del
estriado (Bolam y col., 2000). Ademas, a través de varicosidades sin clara relaciéon con
sitios postsinapticos, cada fibra dopaminérgica libera DA a distancia de los receptores
postsinapticos, teniendo efectos de transmision "por volumen" (Bergstrom y col., 2011;
Dreyer y col., 2014). Las NEM estriatales exhiben numerosas conductancias ionicas
que influyen sobre las propiedades de disparo, muchas de las cuales son sensibles a
neuromoduladores como la DA. La vision clasica y mas aceptada propone que la DA
excita a las neuronas dNEM e inhibe a las INEM a través de la activaciéon de los

receptores D1 y D2 respectivamente (Gerfen y col., 1990).

Figura i.2: Esquema general del

estriado con sus proyecciones y

neuronas que lo conforman. NEM:
neuronas espinosas medianas; FS:
interneuronas fast spiking; ICE:
interneuronas colinérgicas
estriatales; ACh: acetilcolina; SNc:
sustancia nigra pars compacta; DA:

Corteza

dopamina; Glu: glutamato.
(Adaptado de Tepper y Bolam
2004).

Nota: ademas de las FS hay otros
subtipos de interneuronas
GABAérgicas, no incluidas en el
esquema (NPY+, NOS+, entre
otras).

P
DA Glu Salida

SNc Talamo

11
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De modo muy general, se ha descripto que la corteza frontal junto con el estriado
dorsomedial y el nucleo accumbens forman parte del circuito medial cognitivo, mientras
que las cortezas sensorial y motora junto al estriado dorsolateral forman parte del
circuito lateral motor. En conjunto, ambos circuitos cumplen un rol importante en
distintas fases del aprendizaje instrumental (Everitt y Robbins, 2005; Yin y Knowlton,
2006; Graybiel, 2008). Este tipo de aprendizaje consta de dos etapas. La primera
involucra la asociacion entre una accidén determinada y su consecuencia, por ejemplo,
la posibilidad de alcanzar una recompensa. En esta etapa, las conductas se
caracterizan por ser flexibles y se las denomina conductas dirigidas a obtener metas.
La segunda etapa se caracteriza por la automatizacion de la conducta, la cual es
disparada por ciertas claves ambientales y es ejecutada aunque no se obtenga la
recompensa. Un ejemplo cotidiano es entrar a una habitacion a oscuras (clave
ambiental) y apretar la perilla de la luz (accién) aun sabiendo que la lamparita esta
quemada. Este tipo de conducta se denomina habito. Esta fase puede ser extinguida

con el tiempo, pero esto ocurre de manera muy lenta.

Mediante estudios con lesiones quimicas y bloqueos farmacoldgicos ha sido posible
estudiar el rol de las regiones del estriado en cada fase del aprendizaje. El "circuito
cognitivo" (estriado medial - nucleo caudado) establece las asociaciones entre
conducta y consecuencia, y de esta forma sustenta las conductas orientadas a obtener
metas, mientras que el "circuito motor" (estriado lateral - putamen) participa de las
asociaciones entre la conducta y las claves ambientales que predicen la obtencién de
la recompensa y sustenta un desempefio conductual mas automatizado, contribuyendo
a la formacion de un habito (Everitt y Robbins, 2005; Yin y Knowlton, 2006; Graybiel,
2008). Se ha propuesto que el aprendizaje orientado a obtener metas se convierte en

un habito con el sobre-entrenamiento.

La DA cumple un rol fundamental en la adquisicion de conductas dirigidas a metas
(Wise, 2004). El bloquedé de la transmision dopaminérgica temprano durante el
entrenamiento impide la adquisicion de estas conductas. Ademas, la administracion de
bloqueantes dopaminérgicos una vez que fue adquirida la conducta, debilita la accidn

aunque los animales consigan la recompensa (Wise y Schwatz, 1981; Spyraki y col.,

12
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1982, 1983, 1987; Mendelson, 1966). Asi, la DA estaria involucrada tanto en la
obtencion inmediata de una recompensa como en el refuerzo de una memoria que

asocia una accion con la recompensa obtenida (Wise, 2004).

Las neuronas dopaminérgicas codifican estimulos salientes que son clave para la
adquisicion de dichas conductas. En registros electrofisioldgicos en animales
realizando tareas de tipo instrumental, se observé que las neuronas dopaminérgicas
son activadas por la presencia de la recompensa, o por estimulos que la predicen
(Ljungberg y col., 1992). Ademas, la senal emitida por las neuronas dopaminérgicas
cumple con muchas predicciones de la teoria llamada de "predicciéon de error de
recompensa”, es decir, es positiva cuando la recompensa es mayor a la esperada,
negativa cuando es menor a la esperada, y esta ausente cuando es igual a la esperada
(Schultz, 2002).

La DA regula la plasticidad de las sinapsis corticoestriatales (Pisani y col., 2003),
mecanismo que sustentaria la adquisicion de conductas dirigidas a alcanzar metas. Por
otro lado, la DA participaria en la seleccion de la conducta mejor adaptada al contexto
actual a través de sus efectos agudos sobre la neurotransision cérticoestriatal y
excitabilidad de neuronas estriatales. En particular, la regulacion del balance entre las
actividades de las dANEM e iINEM seria clave para seleccionar aquellas acciones
aprendidas que resultan mas adaptativas en el contexto actual. Probablemente es
debido a la falta de las sefales motivacionales producidas por las neuronas
dopaminérgicas que se presentan déficits motores severos en patologias como la

enfermedad de Parkinson.

l.2. Interneuronas colinérgicas estriatales

[.2.1. Generalidades

Las interneuronas colinérgicas estriatales (ICE) fueron descubiertas y descriptas por

primera vez por Kolliker (1896) como interneuronas gigantes. Son muy pocas,
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comprendiendo entre el 1-2% de las neuronas presentes en el estriado (Kemp y Powell,
1971; Bolam y col., 1984; Phelps y col., 1985). Desde una perspectiva fisioldgica fueron
descriptas como neuronas ténicamente activas (TANs, por sus siglas en inglés), ya que
en registros realizados in vivo, en animales anestesiados y sin anestesia, se observd
que tienen actividad tonica de 3-10 Hz, aun en animales decorticados (Wilson y col.,
1990). Mas adelante, mediante la tincion de las TANs registradas, se pudo determinar
que corresponden a las neuronas estriatales que expresan Colina Acetil-Transferasa
(ChAT) (Wilson y col., 1990; Kawaguchi, 1992). Estas neuronas tienen un soma de
alrededor de 50 um de diametro y entre dos y 4 dendritas primarias, que se dividen y
extienden a través de un gran area del estriado (Chang y Kitai, 1982; DiFiglia y Carey,
1986; DiFiglia, 1987; Kawaguchi, 1992, 1993) (Figura i.3A). Al ser registradas en
rodajas, in vitro, estas neuronas conservan su actividad espontanea (Jiang y North,
1991). Antes del advenimiento de las técnicas genéticas que permiten marcarlas, para
registrarlas in vitro eran distinguidas del resto de las neuronas estriatales por su gran
tamafo y por sus propiedades electrofisiolégicas, descriptas por primera vez por
Kawaguchi (1993): en respuesta a un pulso despolarizante, presentan "adaptacion de
frecuencia de disparo" comunmente seguida por una acomodacion (interrupcién de los
disparos de potenciales de accion durante una despolarizacién sostenida) (Figura i.3B).
Los potenciales de accidn son anchos y estan seguidos por una hiperpolarizacion
(AHP, por sus siglas en inglés, after hyperpolarization), llamada mAHP (médium after
hyperpolarization), que dura entre 100 y 200 ms. Al final de un pulso despolarizante, las
ICE presentan una AHP de varios segundos de duracion, conocida como sAHP (slow
after hyperpolarization) (Figura i.3B). En respuesta a un pulso hiperpolarizante, las ICE
presentan un "sag": al comienzo del pulso alcanzan cierto valor de potencial de
membrana que luego lentamente se va despolarizando hasta estabilizarse. Este "sag"
se debe a la activacion de canales cationicos (HCN) que se activan por
hiperpolarizacion y por los que pasa una corriente despolarizante (Figura i.3B). Al
finalizar un pulso hiperpolarizante aparece una despolarizacion de rebote, a menudo
acompafiada por al menos un potencial de accion (Figura i.3B). Ademas al registrar las
ICE puede observarse su actividad ténica, que puede presentarse como un patrén

regular, irregular, o en salvas, de disparos de potenciales de acciéon. Pasados 10 a 15
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minutos de registro de tipo whole cell las ICE dejan de disparar, presumiblemente
debido a la didlisis de su interior celular, pero aun presentan oscilaciones subumbrales

del potencial de membrana (Figura i.3B).
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Figura i.3: Caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas de las interneuronas colinérgicas

estriatales. ( A) Microfotografia de una ICE marcada con biocitina y revelada con nickel. Se ve su soma
grande y las dendritas que salen de él, que se bifurcan densamente. La punta de flecha blanca muestra
el axoén bifurcandose. Inset: Imagen en IR-DIC de una ICE (soma grande) con otras neuronas estriatales
de menor tamafio (Kawaguchi, 1992). (B) Registro representativo de una ICE en respuesta a un pulso
despolarizante de 230 pA y uno hiperpolarizante de -250 pA, en whole cell current clamp. El pulso
despolarizante genera una adaptacion de frecuencia de disparo seguida de acomodacion, y al finalizar
se observa la sAHP, indicada con una flecha blanca. El pulso hiperpolarizante genera la aparicion del
sag (indicado con una flecha negra), y al finalizar se ve un potencial de accién de rebote, seguido de
oscilaciones subumbrales (Sanchez y col., 2011).

1.2.2. Actividad espontanea y excitabilidad

La actividad espontanea de las ICE ha sido estudiada principalmente en registros
extracelulares (loose patch o cell attached) o en registros intracelulares en modo
perforated patch, de modo de no alterar el contenido del interior de la célula. Dos tipos
de evidencias apoyan la idea de que su actividad espontanea es autonoma. Por un
lado, no desaparece en presencia de bloqueantes de receptores AMPA, NMDA,

GABA,, muscarinicos o de DA presentes en las ICE (Bennett y Wilson, 1999). Por otro

15



INTRODUCCION

lado, se describieron los mecanismos intrinsecos de las ICE que subyacen a su

actividad espontanea (Bennett y col., 2000).

Como mencionamos anteriormente, las ICE pueden disparar espontaneamente con un

patron regular, en salva de potenciales de accion o de manera irregular (Figura i.4).

A
|
50 mv |
1s |
SEANAMN A NN S A 55 ) | I 2 At ) ] .55 ., '[.I_J_._ - .l_. Pl
mV i ! mv v T Yy vy vy mv =" w "
B

M | | |

s |0.25my 5 |0.25mV Zs |20 pA

Figura i.4: Patrones de actividad espontanea de las ICE. (A) Ejemplo de una ICE con un patrén de
disparo espontaneo irregular (izquierda), regular (medio) o en salvas de potenciales de accién (derecha),
registradas en rodajas de estriados de ratas en whole cell current clamp, recién abierto el sello (Sanchez
y col., 2011). (B) Ejemplo de una ICE con un patrén de disparo espontaneo irregular (izquierda), regular
(medio) o en salvas de potenciales de accidn (derecha), registradas en rodajas de estriados de ratas en
cell attached current clamp (irregular y regular) o voltage clamp (en salvas) (Bennett y Wilson, 1998).

Su umbral esta en el rango entre -40 y -50 mV. Su potencial de accién necesita de la
activacion de canales de Na* dependientes de voltaje, y de canales de K rectificadores
tardios (delayed rectifiers) (Maurice y col., 2004; Song y col., 1998). Ademas de estas
corrientes, durante el potencial de accién se abren canales de Ca®* dependientes de
voltaje (principalmente de tipo Q y N) que permiten que el Ca** ingrese a las células y
active corrientes de K™ dependientes de Ca?*. La apertura de canales Ca,2.1 (tipo Q)
activa una corriente de K mediada por canales BK, la cual a su vez genera una
hiperpolarizacion rapida, conocida como fAHP (fast after hyperpolarization), que
participa en la repolarizacion del potencial de accion (Bennett y col., 2000; Goldberg y
Wilson, 2005). La apertura de canales Ca,2.2 (tipo N) activa la corriente de K" mediada

por los canales SK. Esta genera la hiperpolarizacion que ocurre luego de cada
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potencial de accion, conocida como mAHP (medium after hyperpolarization), que dura
entre 100 y 200 ms y lleva al potencial de membrana por debajo de -60 mV (Bennett y
col., 2000; Goldberg y Wilson, 2005). La corriente SK es responsable de los intervalos
entre potenciales de accion. La mAHP activa la corriente catidnica despolarizante
mediada por los canales HCN, conocida como |, (responsable del sag descripto
previamente). I, despolariza a la ICE y la lleva a un voltaje de activacion de la corriente
persistente de Na* (Bennett y col., 2000). Esta corriente lleva al potencial de membrana
nuevamente al umbral y se genera un nuevo potencial de accion. Este ciclo de
corrientes es el que lleva a las ICE a disparar potenciales de acciéon de manera regular.
En cambio, si el patrén de disparos es en forma de salvas de potenciales de accion,
entre cada salva aparece una nueva corriente hiperpolarizante, denominada sAHP, de
algunos segundos de duracion (slow after hyperpolarization) (Golberg y Wilson, 2005).
Se propone que esta corriente es dependiente de Ca** debido a que se observo en
experimentos de imaging que se producen grandes transientes de Ca®" antes de cada
salva, a diferencia de lo que ocurre en el patrédn regular sin salvas de potenciales de
accion. Bloqueando la liberacién de Ca®* de los compartimentos intracelulares la IsAHP
no se atenud, por lo que el Ca** que la activa entraria por algin canal,
presumiblemente de tipo L ya que en las ICE no se expresa el tipo T (Bennet y col.,
2000), y el Q y N participarian selectivamente en la activacion de las fAHP y mAHP
(Golberg y Wilson, 2005). Esta hiperpolarizacién inter-salvas finaliza con la activacion
de la corriente I, la activacion de las corrientes persistentes de Na®, y el regreso al
umbral de disparo. Ambos patrones de disparo, regular o en salvas de potenciales de
acciéon, son mutuamente excluyentes: en un momento dado, solo uno de los dos puede
expresarse. El patron que se expresa dependeria de qué corriente de K* es dominante
en ese momento (lsk o IsAHP) (Golberg y Wilson, 2005). Markram y colaboradores
(1998) propusieron que el hecho de que se active una u otra corriente depende de las
corrientes transitorias de Ca®* reclutadas por la despolarizacién: si son rapidas se
activa lsk, mientras que si son lentas y subumbrales se activa IsAHP. Finalmente,
fluctuaciones en la disponibilidad de Ca?* subumbral desencadenarian patrones de

disparo irregulares, donde participarian tanto SK como IsAHP.
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Las mismas corrientes que gobiernan la actividad espontanea de las ICE regulan los
disparos inducidos durante la inyeccion de corriente en el soma (excitabilidad
intrinseca). Asi, el bloqueo de Isk reduce el intervalo entre potenciales de accion,
mientras que el de |, lo incrementa. Menos se conoce sobre el mecanismo que media
la acomodacion. En un trabajo publicado por Sanchez y colaboradores (2011), se
demostrd que hay una buena correlacién entre la magnitud de la ISAHP y el grado de
acomodacion de las ICE. Los autores propusieron que la acomodacion dependeria de
los mismos canales que median la sAHP, hipétesis que no pudo ser verificada porque
los canales que median la IsAHP contindan siendo desconocidos. Por otro lado,
Sanchez y colaboradores (2011) revelaron que el bloqueo de canales de Ca*
sensibles a dihidropiridinas, que presumiblemente constituyen la fuente de Ca** para
activar la IsAHP, no bloquea la acomodacioén de las ICE, lo que sugirid la participacion
de un canal de K" no candnico, potencialmente dependiente de voltaje, en la

acomodacion e IsAHP de las ICE.

Como vimos, la contribucion de canales de K* dependientes de Ca?* en la fisiologia de
las ICE ha sido ampliamente estudiada. Sin embargo, el rol que cumplen los canales de
K" dependientes de voltaje no se estudié en detalle en estas células. Se sabe que hay
corrientes de K™ mediadas por canales Kv4.1 y Kv4.2 que contribuyen a la forma de la
mAHP y a dictar la duracion del potencial de accion (Song y col., 1998; Hattori y col.,
2003). Por otro lado, las ICE expresan tanto canales Kv7 (Cooper y col., 2001) como
Kv1 (Song y col., 1998; Deng y col., 2005), pero el rol que cumplen en su fisiologia no
ha sido estudiado. Estos canales Kv median la acomodacion en distintos tipos
neuronales. Por ejemplo, en neuronas de hipocampo, los canales Kv7 median la
acomodacion (Tzingounis y Nicoll, 2008; Peters y col., 2005; Yue y Yaari, 2004)
mientras que en neuronas de amigdala ésta depende de canales Kv1 (Sciamanna y
Wilson, 2011; Dodson y col., 2002; Faber y Sah, 2004). La contribucién de canales Kv7
a la IsAHP es debatida (Tzingounis y Nicoll, 2008), y no existen reportes sobre una

posible participaciéon de Kv1 en la IsAHP.

En resumen, las ICE poseen multiples corrientes de K que proveen retroalimentacién

negativa durante una despolarizcién (Figura i.5A). Estas corrientes pueden explicar
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tanto la dinamica de generacion de potenciales de accién durante la actividad
espontanea como la respuesta observada frente a la inyeccion de corriente. El rol de
las corrientes dependientes de Ca® es mejor conocido que el de las dependientes de
voltaje, restando determinar la identidad molecular de IsAHP y su contribucion
funcional. Especulativamente, la ISAHP podria generar la acomodacion observada en
las ICE durante un pulso despolarizante (Figura i.5 B-C). Como veremos a
continuacion, el rol de IsAHP y otras conductancias de K* en regular la respuesta de las
ICE a aferencias sinapticas es menos conocido.
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Figura i.5: Excitabilidad de las ICE. (A) Esquema de posibles canales involucrados en la excitabilidad
de las ICE. (B-C) Corrientes principales involucradas en la generacion de potenciales de accion
espontaneos (B) y en respuesta a la inyeccidn de corriente despolarizante o hiperpolarizante (C).

1.2.3. Respuesta a aferenci as sinapticas

Las ICE reciben inputs glutamatérgicos tanto de la corteza cerebral como de los
nucleos intralaminares del talamo. Los inputs corticales llegan a las dendritas distales,
mientras que los talamicos llegan tanto a las dendritas proximales como al soma
(Wilson y col.,1990; Lapper y Bolam, 1992; Kawaguchi, 1993; Bennett y Wilson, 1998;
Thomas y col., 2000). Por lo tanto, las proyecciones talamicas probablemente influyan
mas sobre las ICE que las corticales (Sidibé y Smith, 1999). El glutamato actua sobre
receptores ionotropicos adelantando el proximo potencial de accién (Bennet y Wilson,
1998). Ademas, a través de receptores metabotropicos puede despolarizarlas (grupo [)
(Takeshita y col., 1996) o reducir la liberacion de ACh de sus terminales (grupo Il)
(Pisani y col., 2002, 2003).

Las ICE también reciben inputs GABAérgicos provenientes de interneuronas (Sullivan y
col., 2008) y posiblemente también de colaterales axonales de NEM. El GABA genera
en ellas potenciales inhibitorios postsinapticos (PIPS) que retrasan el proximo potencial
de accién (Bennet y Wilson, 1998).

Ademas, las ICE expresan receptores presinapticos M, y My inhibitorios, que
disminuyen su frecuencia de disparo tonico (Calabresi y col., 1998c; Bonsi y col., 2008;
Ding y col., 2006). Por otro lado, la activacién de estos receptores disminuye las
corrientes de Ca?* mediadas por canales Ca,2, lo que resulta en un patrén de disparos
de potenciales de accion irregular (Ding y col., 2006).

La serotonina (5-HT), proveniente de proyecciones de los nucleos del rafe (Steinbusch,
1981), también aumenta la tasa de disparo de las ICE a través de la activacién de

receptores metabotrépicos (Blomeley y Bracci, 2005; Bonsi y col., 2007).
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Tal vez el mas importante modulador de la actividad colinérgica estriatal es la DA. El
estriado tiene la mas alta expresion de receptores para DA de todo el cerebro. Los
receptores para DA de tipo D1 incluyen a los receptores D1 y D5, y activan a la
adenilatociclasa. Los de tipo D2 incluyen al D2, al D3 y al D4, los cuales inhiben a la
adenilatociclasa. Las ICE expresan los receptores D2 y D5 (Yan y col., 1997). Se ha
visto, por un lado, que la activacion de los receptores D5 aumenta la actividad de las
ICE (Aosaki y col., 1998). Sin embargo, también se observé que su activacion aumenta
la mAHP, lo que disminuiria su frecuencia de disparo (Bennett y Wilson, 1998). La
activacion de los receptores D2 inhibe tanto la corriente persistente de Na® (Maurice y
col., 2004) como la I, (Deng y col., 2007), de manera que disminuirian la frecuencia de
disparos espontaneos de las ICE. Sin embargo, otros resultados demostraron que su
activacion reduce la corriente mediada por los canales Ca,2.2, reduciendo la mAHP, y
entonces genera la aparicion de salvas de potenciales de accion (Yan y col., 1997;
Goldberg y Wilson, 2005). Por lo tanto, es probable que el efecto de los receptores para
DA sobre la actividad de las ICE dependa de factores adicionales, como ser qué inputs
se encuentran activos o cual es el patrén de actividad espontanea (regular, irregular, en

salvas) cuando la DA los estimula.

En resumen, las ICE muestran una actividad tonica que depende de mecanismos
intrinsecos y que es modificada de manera fasica por sus inputs sinapticos, incluyendo
a neuromoduladores como la DA y la ACh misma. Como veremos mas adelante, la
falta de DA que ocurre en la enfermedad de Parkinson puede desencadenar un estado
"hipercolinérgico" afectando mecanismos que en parte dilucidamos durante el

desarrollo de esta tesis.

1.2.4. Respuesta de pausa

Durante el aprendizaje orientado a alcanzar metas se establecen asociaciones entre el
contexto ambiental y las acciones que resultan efectivas para obtener una recompensa.

Dado que los ganglios de la base son importantes en la adquisicion de este tipo de
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conductas, es probable que cuenten con mecanismos de refuerzo de dichas
asociaciones (Balleine y col., 2009; Wickens y col., 2007). Junto a las neuronas
dopaminérgicas, las ICE son jugadores clave en el control de la funcion estriatal
durante el aprendizaje instrumental (Schulz y Reynolds, 2013). Registros realizados en
monos despiertos demostraron que las TANs no responden al movimiento per se
(Crutcher y DeLong, 1984), pero si lo hacen cuando el animal recibe una recompensa.
La respuesta que presentan es una interrupcién en su actividad tonica, que dura
algunos cientos de milisegundos, y se conoce como "respuesta de pausa" (Kimura y
col., 1984; Apicella y col., 1997) (Figura i.6A). En estudios posteriores se demostro que
la pausa aparece en respuesta al estimulo sensorial asociado a la recompensa, y que
si la asociacion entre ambos desaparece, la respuesta de pausa también lo hace
(Aosaki y col., 1994b), lo que la clasifica como el correlato neuronal de un
condicionamiento clasico. Ahora esta ampliamente aceptado que la pausa aparece
frente a estimulos salientes relacionados con recompensas tanto aversivas como
apetitivas, en paradigmas de condicionamiento clasico y operante (Ravel y col., 1999;
Apicellal, 2002; Morris y col., 2004). Es interesante que la pausa de las ICE ante
eventos prominentes y recompensas esta sincronizada con la descarga en salvas que
las neuronas dopaminérgicas producen ante esos mismos eventos (Morris y col.,
2004), de modo que durante unos 200-300 ms cambia sustancialmente el balance
ACh/DA que regula la plasticidad y excitabilidad del microcircuito estriatal (Exley y
Cragg, 2008). Registrando varias ICE juntas en un mono despierto, Bergman vy
colaboradores (1990) descubrieron que todas presentan la respuesta de pausa al
mismo tiempo frente a un estimulo saliente. Este resultado sugiere que las ICE
funcionan de manera sincrénica modulando el output GABAérgico del estriado hacia el

resto de los nucleos de los ganglios de la base (Graybiel y col., 1994; Raz y col., 1996).

En realidad, la respuesta "de pausa" de las ICE consta comunmente de 3 fases: una
excitacion inicial seguida por una pausa, y una excitacion final (Kimura y col., 1984;
Aosaki y col., 1994b; Aosaki y col., 1995; Morris y col., 2004), pero las excitaciones
inicial y/o final pueden no presentarse y esto podria depender de la regidén del estriado
estudiada (Chuhma y col., 2014; Wieland y col., 2014). La naturaleza de la pausa

continua siendo desconocida y controversial. Distintas evidencias plantean distintas
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posibles explicaciones a su generacién: que ocurra como una respuesta inhibitoria
directa frente a inputs sinapticos, o que resulte de una respuesta intrinseca de las ICE
que sigue a una excitacién inducida por inputs taldamicos o corticales. A continuacién

detallamos algunas evidencias que apoyan una u otra hipétesis.

Como mencionamos anteriormente, estudios anatomicos demostraron que las ICE
reciben proyecciones excitatorias de los nucleos intralaminares del talamo (Lapper y
Bolam, 1992; Van der Werf y col., 2002). Estos a su vez reciben aferencias de nucleos
sensitivos y responden a los mismos estimulos que las ICE (Matsumoto y col., 2001).
Sumado a que la pausa se encuentra ausente cuando el tadlamo es inhibido aplicando
localmente agonistas de receptores GABA-A (Matsumoto y col., 2001) (Figura i.6B), se
planteé que la pausa sigue a una excitacion desencadenada por inputs glutamatérgicos
talamicos. De acuerdo con esta hipotesis, la estimulacién de aferencias talamicas en
rodajas estriatales de raton genera una pausa en las ICE (Ding y col.,, 2010).
Resultados publicados por Oswald y colaboradores (2009) muestran que la pausa
inducida por excitacion talamica se mantiene aun en presencia de bloqueantes
GABAérgicos en el estriado, lo que indicaria que no se debe a una inhibicion directa
GABAérgica sobre las ICE. Sin embargo, Suzuki y colaboradores (2001) encontraron
que la pausa inducida por estimulacion eléctrica estriatal (que reculta aferentes tanto
talamicos como corticales) es bloqueada por inhibidores de receptores para GABA y
proponen que las NEM o interneuronas GABAérgicas reclutadas paralelamente por los
inputs talamicos son responsables de la misma (Figura i.7A). Aunque el rol de las
neuronas GABAérgicas en la generacion de la pausa continda siendo controversial, es
claro que las aferencias excitatorias pueden inducir una pausa independiente de la
actividad GABAérgica local que dependeria de las mismas corrientes que
retroalimentan negativamente la excitacion durante la actividad tonica espontanea o la
inyeccion de corriente en el soma (Figura i.7B). En este sentido, por la duracion de la
pausa, son candidatas las corrientes que median la sAHP y la acomodacién (Reynolds
y col., 2004; Wilson y Goldberg, 2006; Sanchez y col., 2011). Finalmente, la aparicion
de una excitacion siguiendo a la pausa podria responder al mismo mecanismo
intrinseco que desencadena potenciales de accidn de rebote luego de una

hiperpolarizacion sostenida (Figura i.7B).
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Ademas de estos mecanismos, es necesario contemplar el rol de la DA, ya que la
pausa se encuentra ausente en animales modelo de la enfermedad de Parkinson
(Aosaki y col., 1994a) (Figura i.6C). Sumado a esto, la pausa coincide temporalmente
con la salva de potenciales de accion de las neuronas dopaminérgicas en presencia de
una recompensa, tal como explicamos anteriormente (Fiorillo y col., 2003; Morris y col.,
2004). Finalmente, un trabajo reciente muestra que la ablacion selectiva del receptor
D2 de las ICE reduce la pausa que sigue a la activacion de aferencias excitatorias
(Kharkwal y col., 2016). Esta evidencia sugiere que la pausa podria deberse a una
inhibicion de las ICE causada por la DA liberada por las neuronas nigroestriatales y
mediada por la activacion de los receptores de tipo D2 presentes (Figura i.7C). De
acuerdo con esta hipotesis se hicieron trabajos en rodajas en los que se registraron las
respuestas de las ICE frente a la estimulacion optogenética de las terminales
dopaminérgicas, y se encontré que su activacion genera una pausa que puede 0 no
estar precedida de una salva de potenciales de accion, y cuya aparicion dependeria del
glutamato co-liberado por las terminales dopaminégicas (Chuhma y col., 2014; Straub y
col., 2014; Wieland y col., 2014) (Figura i.7C). Asi, las neuronas dopaminérgicas

podrian por si solas generar una respuesta de excitacion seguida de pausa.

Alternativamente, la DA podria contribuir a la pausa modulando las corrientes
intrinsecas que la generan. En ratas con denervacion nigroestriatal modelo de la
enfermedad de Parkinson, las ICE tienen la ISAHP disminuida (Sanchez y col., 2011),
por lo que la falta de DA en el estriado podria estar afectando la respuesta intrinseca
de las ICE frente a la activacién sinaptica. Ademas, la DA modula |, que podria
contribuir a terminar la pausa y generar la excitacion que la sigue (Deng y col., 2007).
Esto plantea una tercera posibilidad en la que la DA podria estar actuando como un
modulador de la interaccion entre las aferencias sinapticas talamicas y las propiedades
intrinsecas de las ICE, mas que ser la causa directa de la respuesta de pausa (Schulz y
Reynolds, 2013).
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Figura i.6: Respuesta de pausa de las ICE. (A) Raster plot (abajo) e histograma (arriba) ejemplo de la
respuesta de pausa de una ICE en un mono despierto con el circuito intacto (Kimura y col., 1984). (B)
Histograma ejemplo de la respuesta de pausa de una ICE en un mono despierto con inhibicién talamica
mediante la administracién intratalamica de muscimol (agonista de receptores GABA,) (Matsumoto y col.,
2001). (C) Raster plot (abajo) e histograma (arriba) ejemplo de la respuesta de pausa de una ICE en un
mono despierto con degeneracion nigroestriatal (Aosaki y col., 1994a). En todos los casos la punta de
flecha indica el "click" que precede a la recompensa.
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Figura i.7: Modelos de la respuesta de pausa de las ICE. (A -C) Esquema de la respuesta de pausa
generada por una respuesta sinaptica de la ICE frente a la activaciéon talamica (A), por una respuesta
intrinseca de las ICE frente a la activacién talamica (B), o por una inhibicién dopaminérgica siguiendo a
la activacion glutamatérgica producida por las mismas neuronas que liberan DA (C).
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|.2.5. Efecto de la ACh en el circuito estriatal

El estriado contiene uno de los niveles mas elevados de ACh de todo el cerebro, la cual
es principalmente liberada por las interneuronas colinérgicas (Mesulam y col., 1992;
Contant y col., 1996). A través de su densa inervacion local modifican la excitabilidad
neuronal y la transmisién y plasticidad sinaptica del circuito estriatal. La mayoria de los
efectos conocidos de la ACh en el estriado son mediados por receptores muscarinicos
(Kods y Tepper, 2002; Zhou y col., 2002; Wilson, 2004), incluidos los efectos
sintomaticos en la enfermedd de Parkinson (Katzenschlager y col., 2003). Aunque se
han descripto multiples acciones de la ACh sobre distintos tipos de neuronas
estriatales, actualmente resulta dificil establecer si la ACh aumenta o disminuye de
manera neta la actividad de las NEM que dan origen a las vias directa e indirecta.

A través de receptores My presentes en las NEM, la ACh aumenta su excitabilidad,
reduciendo su AHP y aumentando la tasa de disparos evocada (Perez-Rosello y col.,
2005). Sin embargo, también pueden reducir la frecuencia de disparo de las NEM
indirectamente ya que estimulan a las interneuronas GABAérgicas fast spiking, quienes

poseen receptores nicotinicos para ACh (Koos y Tepper, 2002) (Figura i.8).

Una buena parte de los efectos de la ACh en el estriado es mediado por receptores
presinapticos. Como mencionamos anteriormente, las propias ICE tienen
autoreceptores M, y My, los cuales al activarse generan una disminucion en su tasa de
disparo de potenciales de accién (Calabresi y col., 1998c; Ding y col., 2006; Zhao y
col., 2016) (Figura i.8). Las NEM poseen receptores muscarinicos inhibitorios
presinapticos M, en sus colaterales axonales, que al activarse por ACh reducen su
transmision sinaptica hacia otras neuronas estriatales (Kods y Tepper, 2002; Perez-
Rosello y col., 2005; Calabresi y col., 1998b, 2000) (Figura i.8). La ACh, actuando
también a través de receptores muscarinicos presinapticos ubicados en terminales
corticoestriatales, reduce la respuesta de las NEM a inputs glutamatérgicos corticales
(Pakhotin y Bracci, 2007) (Figura i.8). Finalmente, la ACh también tiene efectos
importantes sobre la liberacion de DA. Las terminales dopaminérgicas en el estriado

tienen receptores nicotinicos (Jones vy col.,, 2001), cuya activacién puede facilitar o
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suprimir la liberacion de DA dependiendo de la tasa de disparos de potenciales de
acciéon de las neuronas dopaminérgicas (Figura i.8). Si las neuronas de la SNc tienen
una tasa de disparo baja y tonica, los receptores nicotinicos se desensibilizan y
disminuye la liberacion de DA. En cambio, si las neuronas dopaminérgicas disparan en
salvas de potenciales de accion, la activacion nicotinica aumenta la liberacién de DA
(Rice y Cragg, 2004; Zhang y Sulzer, 2004; Exley y Cragg, 2008). Como los niveles de
ACh presentes en el estriado dependen de la actividad de las ICE, el efecto de la ACh
sobre las terminales dopaminérgicas también depende de su patron de disparo. Se ha
propuesto que a su frecuencia de disparo in vivo prima el efecto de aumento en la
liberacién de DA (Wilson y col., 1990; Zhou y con., 2002).

Por ultimo, también se ha visto que la ACh tiene efectos en la plasticidad sinaptica
dentro del estriado. Se estudiaron principalmente los efectos de la ACh en las sinapsis
glutamatérgicas corticoestriatales, y, en términos generales, se observé que la
activacion de los receptores M4 favorece la LTP, mientras que la activacién de los

receptores M, promueve la LTD (Pisani y col., 2007; Calabresi y col., 1998b).

Como conclusion, la ACh actua como un modulador del circuito estriatal, y sus efectos
dependen del patron de disparo de las ICE. Es probable que la ACh liberada durante
una salva de potenciales de accion sea mas eficiente sobre las neuronas vecinas,
debilitando los inputs glutamatérgicos o induciendo plasticidad, que la liberada durante
los disparos ténicos. Por otra parte, las salvas de potenciales de accion son
intermitentes por naturaleza, por lo que surge la hipotesis de que el patrén de disparo
en salvas y la respuesta de pausa sean clave para mantener periodos de alta versus
baja ACh, permitiendo diferentes modos de procesamiento estriatal (Goldberg y Wilson,
2010).
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Figura i.8: Esquema del
efecto de la ACh en el
circuito estriatal . NEM:
neuronas espinosas
medianas; FS: interneuronas
fast spiking; ICE:
interneuronas  colinérgicas
estriatales; Cx: corteza; Tal:
talamo; ACh: acetilcolina;
SNc: sustancia nigra pars
compacta; DA: dopamina;
Glu: glutamato. nACh:
receptores nicotinicos; M:
receptores muscarinicos.
(Adaptado de Goldberg y
Wilson, 2010).

Desde una perspectiva funcional, las acciones de la ACh sobre la plasticidad serian
complementarias de las de la DA durante la adquisicion de conductas orientadas a
alcanzar metas (Balleine y col.,, 2009). Ademas, se ha postulado que los efectos
agudos de la ACh sobre el microcircuito estriatal contribuirian a la seleccidn de
acciones, en particular, interrumpiendo el curso de accidén actual y favoreciendo
redireccionar la atencion a estimulos novedosos (Ding y col., 2010). La degradacion de
las sefales emitidas por las ICE ante estimulos salientes podria contribuir a la apariciéon

de los signos clinicos de la enfermedad de Parkinson (Aosaki y col., 1994a).

|.3. Canalesde K *

Existe una gran variedad de canales de K*. Esta diversidad se origina, en parte, por el
gran numero de genes que codifican sus subunidades, pero también existen distintos
procesos, como el splicing alternativo, la heteromultimerizacion, la posible edicién del
ARN vy las modificaciones postraduccionales, que aumentan su variabilidad (Coetzee y
col., 1999). Los canales de K* clasicamente fueron asociados a la repolarizacion del

potencial de membrana luego de un potencial de accion, y a la determinacion del
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potencial de reposo de las células. Ahora se sabe que gobiernan estos parametros,
pero ademas participan en la finalizacion de periodos de actividad intensa, en
determinar los intervalos entre potenciales de accion, limitar la liberacion de
neurotransmisor, y en general, de disminuir la efectividad de inputs excitatorios sobre
las neuronas (Hille, 2001). Los canales de K* pueden ser reconocidos por ciertas
caracteristicas comunes a todos ellos. Todos se forman con 4 subunidades. Estas
subunidades pueden ser todas iguales, formando un homotetramero, o distintas,
formando un heterotetramero. La funcionalidad del canal depende de las subunidades
que lo forman (Coetzee y col., 1999). La posibilidad de formar distintos canales de K*
con distintas subunidades provee a la célula con la capacidad de modular el sistema
aumentando la diversidad de canales de K* con un nimero limitado de genes (Coetzee
y col., 1999). Existen también proteinas auxiliares que pueden alterar las propiedades

electrofisioldgicas o biofisicas de los canales (Coetzee y col., 1999).

Todos los canales de K* tienen un poro formado por una secuencia de aminoacidos
conservada y compartida, que provee la especificidad al canal (Heginbotham y col.,
1994). Flanqueando la region del poro, en cada subunidad, hay al menos 2 segmentos
transmembrana (TMD, por sus siglas en inglés), pero puede haber 2, 4 0 6 TMD, segun
el tipo de canal (Hille, 2001). Existen distintos tipos de canales de K", incluyendo los
dependientes de voltaje, los activados por Ca®*, los inward rectifier, los de fuga y los
activados por Na’. Siguiendo un criterio estructural, los canales de K' pueden
clasificarse en 3 grupos segun las propiedades estructurales de las subunidades que
los conforman (Figura i.9). El primer grupo se conforma por canales formados por
subunidades que contienen 6TMD. En este grupo se ubican los canales activados por
Ca?* (Kca) y los dependientes de voltaje (Kv). El segundo grupo retne a los canales
formados por subunidades que tienen 2TMD. Este grupo comprende a los canales
inward rectifier (Kir). El tercer grupo esta formado por canales que tienen subunidades
de 4TMD, conocidas como "subunidades de dos poros", y forman los canales de fuga
de K'. Cada uno de estos grupos luego se divide en subfamilias, con miembros
altamente relacionados dentro de cada una (Coetzee y col., 1999). En particular, en el
primer grupo de canales de K* se encuentran los sensibles a Ca®*, como el SK y el BK,
y los dependientes de voltaje, que comprenden las subfamilias Kv1-Kv9 (Coetzee y
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col., 1999). Estos ultimos a su vez se subdividen en Kvm.n, siendo m la subfamilia y n
el orden en que se lo descubrié (Hille, 2001). Estos canales llevan el nombre de
rectificadores tardios (delayed rectifiers) ya que su activacion ocurre con una latencia

luego de un pulso de voltaje despolarizante (Hodgkin y col., 1949).
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Figura i.9: Canales de K *. Grupos de de canales de K+ clasificadas segln los pasos transmembrana
(TMD) de las subunidades que los forman (Adaptado de Coetzee y col., 1999).

Para estudiar las caracteristicas de las corrientes que pasan por los distintos canales
se realizan experimentos de electrofisiologia con farmacologia especifica para cada
tipo de canal (Coetzee y col., 1999). Generalmente pueden expresarse las subunidades
deseadas en sistemas de expresidon heterdlogos, como oocitos de Xenopus laevis. Sin
embargo, las propiedades de estas corrientes pueden ser distintas a las observadas en
sistemas nativos ya que en estos ultimos pueden ocurrir modificaciones
postraduccionales, como fosforilaciones, que modifican la corriente, o acoplamiento con

canales o proteinas existentes en las células nativas, que les confieren propiedades

30



INTRODUCCION

especificas (Coetzee y col., 1999). Para establecer una conexion entre la corriente de
un canal expresado en sistemas heterdlogos con la observada en células nativas
deben cumplirse ciertos criterios como: relacién cercana en sus propiedades biofisicas
y sensibilidad a la farmacologia; el tejido nativo debe expresar el ARNm y la proteina
de esa subunidad; se deben tener consideraciones acerca de su posible acoplamiento
con proteinas auxiliares; y posible causalidad de efectos observados por cambios en su
expresion, ya sea delecion o sobreexpresion de las subunidades de estudio.
Actualmente existen ademas animales transgénicos en los que puede manipularse
selctivamente la expresion de una subunidad y estudiar los efectos electrofisiolégicos y

consecuencias comportamentales.

En esta tesis nos enfocamos principalmente en los efectos de los canales Kv en la
excitabilidad de las ICE, ya que, como mencionamos anteriormente, han sido poco
estudiados.

|.4. Enfermedad de Parkinson

1.4.1. Descripcion general de la enfermedad y su tratamiento

La enfermedad de Parkinson es una patologia neurodegenerativa de distribucion
universal, que presenta una incidencia anual de alrededor de 11 casos por cada
100000 habitantes. De acuerdo a datos publicados por la Parkinson's Disease
Foundation, entre 7 y 10 millones de personas padecen esta patologia alrededor de
todo el mundo, lo que la ubica como la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
frecuente, siendo la enfermedad de Alzheimer la primera. La edad habitual de inicio es
de mas de 60 anos, y la evolucién fluctua entre 10 y 25 anos. Una pequefa proporciéon
de pacientes desarrolla la enfermedad siendo mas jovenes, y se la denomina "de
aparicion temprana" si aparecen sintomas antes de los 40 afos de edad. En general,
estos pacientes muestran una evolucibn mas rapida, y distintos estudios han

demostrado que una importante proporcion de ellos tiene un origen genético.
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El examen anatomo-patolégico macroscépico del cerebro de pacientes con enfermedad
de Parkinson revela atrofia frontal leve con pérdida del pigmento de neuromelanina
normal del mesencéfalo. En el examen microscopico, se observa degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas y presencia de cuerpos de Lewy en las neuronas y cuerpos
remanentes de la SNc, de otros nucleos del tronco encefalico y regiones como la

corteza temporal, limbica y frontal.

Actualmente no existen marcadores bioldégicos ni estudios por imagenes
patognomonicos, por lo que, para efectuar el diagnostico, el profesional médico utiliza
criterios clinicos bien establecidos. Usualmente, cuando los pacientes son
diagnosticados, alrededor del 50-70% de las neuronas dopaminérgicas de la SNc ya ha

degenerado (Bezard y col., 2001).

La degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la SNc ocurriria como
consecuencia de una combinacién de factores que incluyen vulnerabilidad genética y
factores ambientales (Wider y Wszolek, 2007) que resultan en estrés oxidativo
(Dryanovsky y col.,, 2013; Gao y col.,, 2008, 2011; Hwang, 2013), disfuncién
proteosémica (Demartini y col., 2014, Triplett y col., 2015), y mitocondrial (Zhu y Chu,
2010). A pesar de los progresos realizados, la etiologia ultima permanece desconocida,
hecho que ha impedido el desarrollo de tratamientos que permitan detener el proceso
degenerativo (Lees, 2009). El blanco principal de las neuronas dopaminérgicas de la
SNc es el estriado, y la denervacion de esta estructura junto con la disfuncién del
circuito de los ganglios de la base, estan implicados en la aparicién de los principales

signos motores de la enfermedad (Figura i.10).
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Corteza

Figura i.10: Esquema general del
estriado con sus proyecciones y
neuronas que lo conforman, con
las neuronas dopaminérgicas de
la SNc degeneradas. NEM:
neuronas espinosas medianas; FS:
interneuronas fast spiking; ICE:
interneuronas colinérgicas
estriatales; ACh: acetilcolina; SNc:
sustancia nigra pars compacta; DA:
dopamina; Glu: glutamato.
(Adaptado de Tepper y Bolam
2004). Se indica la degeneracion
dopaminérgica con una cruz roja.

o Glu salida
SN NS Talamo

Los criterios de diagnéstico del Banco de Cerebros de la Sociedad de la enfermedad de
Parkinson del Reino Unido (UK PSDBB) establecen que para hacer el diagndstico tiene
que evidenciarse bradicinesia y al menos uno de los siguientes: rigidez muscular,
temblor en reposo de 4-6 Hz, o inestabilidad postural no causada por disfuncién visual
primaria, vestibular, cerebelar o propioceptiva. Durante los primeros anos de la
enfermedad los trastornos motores no suelen ser incapacitantes. Sin embargo,
progresivamente ocurre un deterioro motor significativo con alteracion de las
actividades de la vida cotidiana, como la ambulacion, el lenguaje, la alimentacion y el

aseo personal, produciéndose una total dependencia del tratamiento sintomatico.

La bradicinesia, ademas de ser la manifestacion mas habitual de la enfermedad, es la
mas incapacitante. Se observan también diversos sintomas no motores, como
depresion (presente en hasta en el 50% de los pacientes) y ansiedad, alteraciones
cognitivas, trastornos del suefio, anormalidades sensoriales y dolor, anosmia y
alteraciones de la funcion autonomica. Trastornos urinarios, hipotension ortostatica y

alteraciones neuropsiquiatricas como demencia, alucinaciones y delirios, suelen
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hacerse evidentes luego de varios afios de desarrollo de la enfermedad y en alguna
medida responden a interacciones entre la patologia y su tratamiento farmacolégico

cronico.

La principal terapéutica utilizada hoy en dia se basa en recomponer la actividad
neuronal en los nucleos privados de inervacion dopaminérgica mediante la
administracion de farmacos que la modulan positivamente, como la levodopa y los
agonistas de receptores D2. La levodopa (o L-DOPA), es un precursor de la dopamina
(asi como también de todas las catecolaminas), y es el tratamiento mas utilizado hoy
en dia. Al administrar L-DOPA a los pacientes, las neuronas dopaminérgicas
remanentes la captan y pueden aumentar la liberacion de DA en el estriado. Para que
las neuronas catecolaminérgicas del sistema nervioso periférico no aumenten la
sintesis de sus neurotransmisores, la L-DOPA se co-administra con un inhibidor de la
DOPA decarboxilasa, como la carbidopa o benserazida, que no atraviesa la barrera
hematoencefalica. Esta combinacion de farmacos sigue siendo la terapéutica mas
efectiva sobre la sintomatologia motora, y su introduccién en el tratamiento de la
enfermedad incrementé enormemente la esperanza de vida de los pacientes
(Parkinson y Group, 2004). Tras el inicio del tratamiento se produce un importante
beneficio clinico durante 5-7 afios. Luego pueden presentarse efectos adversos, como
complicaciones motoras conocidas como fluctuaciones y discinesias. Las discinesias
son movimientos involuntarios que pueden adoptar la forma de corea, balismo, distonia,
atetosis, estereotipias o mioclonias. Hasta el 50% de los pacientes con enfermedad de
Parkinson tratados en un lapso de cinco anos con L-DOPA desarrollan estas
complicaciones. Los tratamientos con la administracion de agonistas dopaminérgicos o
con inhibidores de la enzima monoamino oxidasa B (MAO-B, que degrada la DA en la
brecha sinaptica) también son clinicamente efectivos al comienzo de la enfermedad
(Goudreau y col., 2016), pero en ultima instancia casi todos los pacientes deben recibir
L-DOPA.

Debido a la aparicion de estos severos efectos adversos, en muchos casos también se
practican tratamientos neuroquirurgicos para paliar los signos clinicos (Benabid y col.,

2009). La principal técnica neuroquirurgica utilizada es la estimulacion a alta frecuencia
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del NST. Suele utilizarse luego de que los pacientes desarrollan discinesias, y se ha
observado una disminucién en su aparicién y de la dosis de L-DOPA requerida, que se

refleja en una mejoria clinica significativa (Benabid y col., 2009).

Previo a la aparicion de la L-DOPA como tratamiento antiparkinsoniano, los
"anticolinérgicos" (antagonistas de receptores muscarinicos) eran el mejor tratamiento
existente para la enfermedad (Barbeau, 1962). La terapia se basaba en la idea de que
balance entre DA y ACh se encuentra alterado resultando en un estriado
"hipercolinérgico" (Barbeau, 1962). Su uso disminuy6é por su menor eficacia relativa
comparada con la de la L-DOPA, y a falta de experimentos bioquimicos que
demostrasen los cambios en la liberacion de ACh o en la actividad de las ICE en ese
momento. Ademas, los anticolinérgicos tienen efectos secundarios cognitivos y
autonémicos que aun limitan su utilidad clinica (Katzenschlager y col., 2003). Sin
embargo, a veces se utilizan como terapia conjunta con L-DOPA para aliviar algunos
sintomas como el temblor (Lester y col., 2010; Duvoisin, 1967; Katzenschlager y col.,
2003). Resta establecer si terapias mejor dirigidas a re-establecer la funcion de las ICE,
en lugar de afectar globalmente los receptores muscarinicos, tienen valor en el
tratamiento de la enfermedad. En ese sentido, un estudio reciente demostré que la
inhibicidn por técnicas de optogenética de las ICE reduce los signos de déficit motor en

un modelo de parkinsonismo en raton (Maurice, y col., 2015).

1.4.2. Alteraciones circuitales que siguen a la degeneracién dopaminérgica

Dado que el estriado es el blanco principal de la inervacion dopaminérgica, la
fisiopatologia de la enfermedad esta vinculada con la disfuncién de este nucleo y su
impacto sobre otras estructuras del circuito. Como mencionamos anteriormente la DA
actuia como modulador del circuito estriatal y su carencia repercute en el
funcionamiento de las vias directa e indirecta de los ganglios de la base. Se producen

cambios en la ganancia de ambas vias que resultan en una mayor inhibicion de las
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proyecciones talamocorticales y la aparicibn de los rasgos hipocinéticos de la

enfermedad (Figura i.11).

®’ | ® ® Disminuida

Degeneradas i . |
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Figura i.11: Alteraciones en el circuito de los gangli os de la base en la enfermedad de Parkinson.
SNc: sustancia nigra pars compacta; GP: globo palido; NST: Nucleo subtalamico; EP: nucleo
entopeduncular; SNr: sustancia nigra pars reticulata. ® : proyecciones excitatorias; ©: proyecciones
inhibitorias. El fondo amarillo delimita la via indirecta. (Adaptado de Neuroscience - Purves, 32 Edicién).

Esta hipotesis fue examinada con modelos animales en los que se lesiond la SNc y se
realizaron registros electrofisiolégicos y se vieron alteradas las actividades de ambas
vias (Mallet y col., 2006; Escande y col., 2016). Paralelamente, se demostré utilizando
técnicas de opto-y farmaco-genética que la manipulacion de la actividad de las via
directa e via indirecta produce cambios en la actividad motora segun lo provisto en
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dicho modelo (Kravitz y col.,, 2010). Ademas, diversos trabajos mostraron que
incrementar los niveles estriatales de DA consiguen disminuir la acinesia en modelos
animales de la enfermedad de Parkinson (Ciesielska y col., 2011). Este modelo
interpreta entonces a la acinesia y bradicinesia no como signos negativos que se
originan por una pérdida del funcionamiento del circuito, sino como signos positivos que
emergen como resultado de una actividad anormal excesiva de la via indirecta. Supone
ademas que los signos clinicos de la enfermedad ocurren como consecuencia de
cambios tonicos en la frecuencia de disparo de las neuronas de los distintos nucleos.
Sin embargo, a medida que pasaron los afos y mas grupos de investigacion
comenzaron a estudiar el circuito de los ganglios de la base, se presentaron
contradicciones entre las predicciones del modelo y hallazgos experimentales. Por
ejemplo, lesiones en los nucleos talamicos que reciben proyecciones de los nucleos de
salida no inducen parkinsonismo, sino que incluso son beneficiosos en el tratamiento
del temblor y rigidez. Por otro lado, diversos estudios fallaros en encontrar cambios en
la frecuencia de disparo de las neuronas del GP (Boraud y col.,, 2002), tadlamo
(Pessiglione, 2005) y corteza motora (Goldberg y col., 2002) en monos modelo de la
enfermedad de Parkinson, y enfatizaron la aparicibn de cambios en el patron de
disparo, como ser la aparicion de oscilaciones y sincronizcién neurnal exageradas
(Bergman y col.,, 1998; Tseng y col., 2001ab; Magill y col., 2001). Todos estos
descubrimientos sugieren que otros factores, ademas del cambio en la frecuencia de
disparos de las NEM, son importantes en el desarrollo de la enfermedad. No esta claro
cémo el estado hipercolinérgico descripto se conecta con los cambios que ocurren en
ambas vias de los ganglios de la base y contribuye a los sintomas de la enfermedad.
Estudios recientes sugieren que el amento estriatal de ACh promoveria la aparicion de
oscilaciones de actividad neuronal que recuerdan a las que se presentan en modelos

animales y pacientes con enfermedad de Parkinson (Kopell y col., 2006).
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1.4.3. Modelos animales de la enfermedad de Parkinson

Para estudiar la enfermedad de Parkinson en los laboratorios se hace uso de modelos
animales, ya que la enfermedad no ocurre de manera natural en otras especies. Los
modelos se obtienen induciendo la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la
SNc. Para que un modelo pueda ser considerado como tal, debe tener validez de
apariencia (face validity), es decir, debe presentar sintomas similares a los de la
enfermedad; o bien validez predictiva, es decir, debe responder a la terapéutica de
igual manera que lo hace el paciente; o deberia tener validez de constructo, es decir,

debe presentar el mismo agente etiolégico que la enfermedad a modelar.

Existen distintos modelos animales de la enfermedad de Parkinson. Algunos son
modelos genéticos, como por ejemplo el modelo de a-synucleina (a-syn). Se sabe que
la a-syn forma parte de los cuerpos de Lewy y que hay una alta correlacion entre los
niveles de expresiéon de a-syn y la severidad de la enfermedad (Ross y col., 2008), y se
utilizan animales genéticamente modificados en los que se sobre-expresa o-syn como
modelo de la enfermedad de Parkinson (Schirinzi y col., 2016). Los modelos genéticos
son ampliamente utilizados para aumentar nuestra comprension de la etiologia de la
enfermedad, pero aun no ha sido posible reproducir una degeneracion neuronal tan
completa, de comienzo en el adulto y selectiva de las neuronas DA como la que se

observa en los pacientes, mediante manipulaciones genéticas.

Sin embargo, existen modelos con validez de apariencia en los que se induce
degeneracion de la SNc, o bloqueo de la liberacion de DA, para simular la lesién que
ocurre en la enfermedad de Parkinson, que son ampliamente utilizados para estudiar la
fisiopatologia de la enfermedad. Estos modelos son muy populares ya que han
permitido desarrollar terapias farmacolégicas sintomaticas (validez predictiva) que, si
bien no afectan el curso natural de la degeneracion, producen un beneficio clinico
notable en los pacientes. Asi, experimentos realizados en ratones tratados con
reserpina, farmaco que vacia de DA las terminaciones dopaminérgicas, demostraron
que la acinesia resultante es revertida por L-DOPA (Carlsson y col., 1957), abriendo el

camino a la terapéutica que aun hoy es la mas utilizada para tratar a los enfermos.
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El modelo mas utilizado en monos es inducido por la toxina MPTP, que, como es capaz
de atravesar barreras como la hematoencefalica, induce degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc cuando se lo administra por via sistémica. Los monos
inyectados con esta toxina presentan acinesia y temblor similar a lo que aparece en
pacientes, y responden al tratamiento con L-DOPA (Aosaki y col., 1994a). Como los
animales sufren una lesion bilateral y carecen de autonomia para alimentarse si no
reciben L-DOPA, a veces se practica la inyeccion intracarotidea unilateral de MPTP, de
manera que se logra una lesidn unilateral que provoca signos motores solo del lado

contralaeral del cuerpo.

En roedores hay modelos farmacolégicos en los que no se induce degeneracion, y
otros en los que se destruyen las neuronas dopaminérgicas con toxinas. EI modelo de
reserpina continia siendo utilizado. La reserpina bloquea los transportadores
vesiculares de monoaminas (VMAT) de manera irreversible, por lo que no pueden
cargase de DA las vesiculas sinapticas. Esta droga se administra de manera
intraperitoneal durante entre 3 y 5 dias consecutivos y gradualmente provoca la
aparicion de déficits cognitivos y motores (Santos y col., 2013). Los sintomas motores
son reversibles luego de 30 dias de finalizado el tratamiento (Santos y col., 2013), lo

que lo hace diferir de la enfermedad de Parkinson.

Aunque el MPTP también induce cierto grado de degeneracion de neuronas DA en
roedores, es mas utilizada la toxina 6-OHDA dado el alto riesgo que implica para los
investigadores manipular el MPTP. La 6-OHDA es captada por los transportadores de
DA (y de noradrenalina) y destruye a las neuronas a través de la formacion de radicales
libres. Dado que no atraviesa la barrera hematoencefalica, generalmente se la inyecta
en el haz medial del cerebro anterior (medial forebrain bundle, MFB), que es la regién
por donde pasan los axones de las neuronas dopaminérgicas que se dirigen al
estriado. También puede inyectarse directamente en estriado o en la SNc. La
neurodegeneracion dopaminérgica obtenida es permanente y semeja la observada en
la enfermedad de Parkinson. Usualmente esta toxina se inyecta de un solo lado del
cerebro, generando asi una lesién unilateral, hecho que permite que el animal se nutra

de manera autbnoma. Este modelo tiene validez de apariencia, ya que presenta déficits
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motores similares a los presentados por pacientes con enfermedad de Parkinson, como
la hipocinesia y bradicinesia (Simola y col., 2007). Ademas tiene validez predictiva, ya
que al tratar a estos animales con L-DOPA, revierten los sintomas parkinsonianos, y
luego de varias presentaciones del farmaco, una gran proporcion desarrolla discinesias

que también recuerdan a las que ocurren en los pacientes (Cenci, 2002).

1.4.4. Interneuronas colinérgicas en la enfermedad de Parkinson

Se ha postulado por mucho tiempo que en la enfermedad de Parkinson el balance
entre DA y ACh se encuentra alterado resultando en un estriado "hipercolinérgico"
(Barbeau, 1962). De hecho, los antagonistas de receptores muscarinicos eran las
drogas de eleccion para el tratamiento de la enfermedad antes del descubrimiento de
los efectos benéficos de la L-DOPA. Aun se acepta que las drogas anticolinérgicas
poseen un efecto terapéutico, pero los efectos adversos periféricos y relacionados con
la funcidén cognitiva limitan su utilidad (Katzenschlager y col., 2003). Diversos estudios
demostraron un aumento en la concentracion extracelular de ACh en el estriado en
modelos animales de la enfermedad de Parkinson (DeBoer y col., 1996). Los

mecanismos subyacentes al estado hipercolinérgico permanecen inciertos.

Como mencionamos anteriormente, la DA modula la frecuencia de disparo de las ICE
(Bennett y Wilson, 1998). Sin embargo, su frecuencia de disparo espontanea no se
modifica en monos parkinsonianos (Aosaki y col., 1994a; Raz y col, 1996, 2001). En
estos trabajos tampoco se encontraron cambios en el grado de sincronizacién de las
ICE, aunque si un aumento en su actividad oscilatoria. Sin embargo, no resulta claro
que el aumento de actividad oscilatoria pueda explicar el estado "hipercolinérgico"

estriatal.

Ding y colaboradores (2006) propusieron una hipétesis alternativa sobre el origen del
desbalance ACh/DA. Los autoreceptores My presentes en las ICE estan acoplados a
proteinas G inhibitorias, que al activarse disminuyen la liberacion de ACh a la brecha
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sinaptica mediante la regulacion de canales Ca,2. Existe un tipo de proteinas
reguladoras de proteina G (RGS por sus siglas en inglés), que funcionan como
aceleradoras de GTPasas. Ding y colaboradores demostraron que la RGS4, a
diferencia de otras RGS, se encuentra elevada en las ICE de ratones parkinsonianos.
Dicho aumento reduciria la actividad de la proteina G; acoplada al My, atenuando la
influencia inhibitoria de este receptor sobre la liberacion de ACh. No se conoce el
mecanismo por el cual la falta de DA desregula la expresion de RGS4 en las ICE, pero
si se sabe que su expresion esta regulada negativamente por la protein-kinasa A (PKA)
en algunos sistemas (Ni y col., 1999; Pepperl y col., 1998). Por lo tanto, los autores
propusieron que la falta de DA resultaria en una disminucién de la activacion de los
receptores D5 y una menor activacion de la PKA, resultando en un aumento de la
expresion de RGS4 (Ding y col., 2006). Este mecanismo explicaria el aumento de la
liberacidon de ACh sin cambios en la frecuencia de disparo de las ICE (Ding y col.,
2006).

Por otro lado, Sanchez y colaboradores (2011) demostraron que las ICE de ratas
lesionadas con 6-OHDA son mas excitables que las de ratas control. Especificamente,
mostraron una disminucion en su acomodacion (Figura i.12A-B) y en su IsAHP (Figura
i.12C). En paralelo, demostraron que la acomodacion y una componente de la IsAHP
son sensibles a Ba** (bloqueante de canales de K*) (Figura i.12D-F). Estos resultados
les perimitieron proponer que la acomodacion de las ICE depende de un canal de K*
sensible a Ba** que subyace a una componente de la ISAHP, la cual estaria alterada en
ratas parkinsonianas, confiriéndoles un fenotipo hiperexcitable. Sin embargo, dado que
se desconoce qué canal media la IsAHP no fue posible analizar en mas detalle el

correlato molecular de los cambios observados.
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Figura i.12: Aumento de excitabilidad de ICE en ratas parkinsonianas. (A-B) Registros

representativos de una ICE que acomoda de una rata control (A) y una que no acomoda de una rata 6-
OHDA (B) en respuesta a un pulso de corriente despolarizante (negro: 140 pA; gris: 230 pA). (C) IsAHP
para distintos voltajes para ICE de ratas control y 6-OHDA. (D-E) Registros representativos de una ICE
antes (D) y después (E) de la aplicacion de Ba** (200 uM) en respuesta a un pulso de corriente
despolarizante. (F) Registro representativo de la ISAHP medida en una ICE antes (negro) y después
(rojo) de la aplicacion de Ba** (200 uM). En violeta se muestra la corriente sensible a Ba**. En todos los
casos se muestra MediatEE. (Todos los resultados son de Sanchez y col., 2011).

Por otro lado, como mencionamos anteriormente, frente a la aparicidon de un evento
saliente durante un aprendizaje orientado a obtener metas, las ICE presentan una
respuesta de pausa que desaparece en animales modelo de la enfermedad de
Parkinson (Aosaki y col., 1994a) (Figura i.6B). Por un lado, Deng y colaboradores
(2007) proponen que la DA inhibe la corriente |, mediante la activacion del receptor D2,
prolongando la pausa. En un animal parkinsoniano, la pausa se reduciria dado que Iy
no estaria inhibida por DA. Paralelamente, Sanchez y colaboradores (2011) proponen
que una disminucion de IsAHP causada por la degeneracion dopaminérgica podria

contribuir a la desaparicién de la respuesta de pausa de las ICE.

Remarcando la importancia del rol de las ICE en modelos animales de la enfermedad
de Parkinson, en un trabajo reciente publicado por Maurice y colaboradores (2015) se

demostrd que la inhibicidn mediante optogenética de las ICE en un ratén parkinsoniano
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reduce los sintomas motores. Ademas observaron que la deplecion dopaminérgica
nigroestriatal aumenta la excitabilidad de las dNEM, y la inhibicién de las ICE la
disminuye, contribuyendo a la recomposicion del balance entre las vias directa e
indirecta, lo que probablemente también contribuya al alivio de los sintomas motores de

la enfermedad observado al inhibir las ICE.

En resumen, las ICE sufren cambios en su actividad y liberacion de ACh, que
contribuyen a producir los déficit motores en modelos animales y posiblemente
pacientes que sufre la enfermedad de Parkinson. Una mejor comprensién de los
mecanismos que originan el estado hipercolinérgico podria ayudar a mejorar las
estrategias terapéuticas disponibles y la calidad de vida de los pacientes con

enfermedad de Parkinson.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Las ICE regulan la funcién estriatal por dos mecanismos: i. la generacién de un tono
local de ACh debido primariamente a la descarga ténica de potenciales de accion; ii.
sefales fasicas que emiten en respuesta a aferencias principalmente talamicas en
relacion con eventos ambientales relevantes como ser recompensas. Aunque se
conoce que tanto la actividad ténica como las respuestas a inputs excitatorios son
reguladas por corrientes intrinsecas, su regulacién por corrientes de K™ dependientes
de voltaje no habia sido estudiada en las ICE. Por otro lado, aunque se sabe que la
pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SNc desencadena cambios en las ICE
que contribuyen a los sintomas parkinsonianos, qué cambios ocurren y cuales son los
mecanismos subyacentes a los mismos son tema de debate. Esta tesis se enmarca en
el objetivo general de caracterizar los mecanismos intrinsecos que gobiernan la

actividad de las ICE en condiciones fisiolégicas y patologicas, con foco en

corrientes de Kv y la enfermedad de Parkinson,

En particular, Sanchez y colaboradores (2011) encontraron que las ICE presentan un
fenotipo "acomodador™ frente a la inyeccion de corriente despolarizante que dependeria
de una IsAHP no canodnica, ya que IsAHP es considerada como dependiente de Ca"
pero la acomodacion fue insensible al bloqueo de los canales Ca, que activarian
IsAHP. Como primer objetivo especifico nos propusimos identificar c uales son
los mecanismos que regulan la excitabilidad de las ICE, bajo la hipétesis que
ISAHP podria tener un componente dependiente de voltaje en estas neuronas.
Esta vision esta en linea con estudios que muestran que la acomodacion depende de
distintos tipos de canales de K* dependientes de Ca®" y voltaje en distintos tipos
neuronales (Tzingounis y Nicoll, 2008; Faber y Sah, 2004). Por otro lado, poco se
conoce sobre el rol de IsAHP, y de manera mas general, de las corrientes Kv, en la
regulacion de los patrones fisioldgicos de actividad de las ICE. Por lo tanto, nuestro
segundo objetivo especifico fue determinar el rol de estas corrientes en su
actividad tonica y capacidad de integracion de inputs glutamatérgicos.

Hipotetizamos que las corrientes que median la acomodacion de las ICE limitan su
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actividad espontanea y la integracion de las sefales provenientes del tadlamo, pudiendo
generar pausas (AHPs) que serian relevantes para comprender la respuesta de las ICE

frente a eventos ambientales prominentes.

Por ultimo, Sanchez y colaboradores (2011) encontraron que tanto la acomodacion
como la IsAHP se encuentran reducidas en ICE de ratas parkinsonianas, pero no
determinaron la identidad farmacolégica-molecular del canal implicado en dicha
hiperexcitabilidad, ni si la hiperexcitabilidad incide sobre la respuesta de las ICE a los
inputs sinapticos que generan su respuesta ante recompensas. Por ello, como tercer
objetivo nos propusimos caracterizar el fenotipo hiperexcitable en ratones, y
particularmente, establecer si dicha hiperexcitbilidad se asocia a una respuesta
alterada a inputs excitatorios. Finalmente, nos propusimos determinar el
mecanismo subyacente a la hiperexcitabilidad observada en el parkinsonismo.
Nuestra hipotesis fue que la disminucion de una corriente Kv explica el fenotipo

hiperexcitable de las ICE en el parkinsonismo.
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MATERIALES Y METODOS

M.1. Animales

Utilizamos ratones C57/BL6 y ratones que expresan la proteina fluorescente roja
tdTomato en todas las neuronas que expresan la proteina Colina Acetil-Transferasa (a
los que llamaremos ChAT-Cre;tdT). Obtuvimos estos ratones como la F1 de la cruza de
ChAT-Cre (B6;129S6-Chat™?c®%/ ~ Stock 6410) (Rossi y col., 2011) y Rosa-CAG-
LSL-tdTomato-WPRE (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sor™!4(CAG-dTomato)Hze, stock
7914)(Madiseny col., 2010), ambos obtenidos de Laboratorios Jackson. Armamos
jaulas de cria con un macho y 1 o 2 hembras de mas de 9 semanas de edad.
Utilizamos tanto machos como hembras juveniles (de 14 a 45 dias posnatales) y
adultos (de 60 a 250 dias posnatales) de la F1 obtenida de los apareos recién
mencionados. Los animales experimentales se mantuvieron en un maximo de 6 por
jaula, y fueron alimentados ad libitum con ciclos de 12:12 horas de ciclo luz:oscuridad
(la luz se enciende a las 7 am). Se respetaron los cuidados establecidos
institucionalmente (IACUC de la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires) y

gubernamentales (SENASA, Argentina).

Para algunos experimentos utilizamos ratones knockout de Kv1.3 (KO Kv1.3)
(B6;129S1-Kcna3™'¥%/J) y controles de la misma colonia. Los experimentos con estos
ratones se realizaronen la Universidad Rosalind Franklin de Chicago, lllinois, Estados
Unidos, siguiendo los protocolos experimentales aprobados por la Universidad y

directivas del NIH.
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M.2. Cirugia estereotax ica

M.2.1. Inyeccion de vector lentiviral con ChR2  -YFP

Para realizar la cirugia los ratones fueron anestesiados con isofluorano (4% en O, para
la induccion, 0,5-1% para mantenimiento) y montados en un marco estereotaxico (Kopf
Instruments; USA). Realizamos una unica inyeccion de un vector viral que expresa
channelrhodopsin 2 (ChR2) acoplado a la proteina fluorescente YFP (ChR2-YFP) en el
talamo del hemisferio izquierdo, siguiendo las siguientes coordenadas medidas desde
el Bregma: -1,3 mm anteroposterior, 0,8 mm lateral y -3 mm dorsoventral desde la dura
madre (Paxinos y Franklin, 2001). Realizamos las inyecciones a una tasa de 0,5 ul/min
usando una canula de 300 um de diametro, unida a una aguja Hamilton de 25 pul,
controlada por una bomba motorizada (Bioanalytical Systems, USA). Luego de la
inyeccion, esperamos al menos 1 mes para realizar los experimentos. Para comprobar
la efectividad de la transfeccion perfundimos y cortamos 2 cerebros (ver mas adelante)
a la altura de talamo y estriado y los observamos al microscopio confocal (ver mas

adelante y Figura r.15).

M.2.2. Lesion dopaminérgica

Para inducir la degeneracién dopaminérgica nigroestriatal inyectamos 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 sustancia nigra pars compacta en su trayecto hacia el cerebro anterior (Figura
m.1A). Utilizamos anestesia inhalatoria siguiendo los mismos procedimientos que
detallamos anteriormente. La 6-OHDA (Sigma Aldrich AB) fue disuelta en salina-acido
ascorbico 0,1%, en una concentracion de 4 nug/ul de droga base. Utilizamos hembras
adultas (de alrededor de 90 dias de edad). Inyectamos 1 pul de la solucién en el MFB

del hemisferio izquierdo siguiendo las siguientes coordenadas: 1 mm anteroposterior,
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1,1 mm lateral y 4,8 mm dorsoventral medidos desde la dura madre (Paxinos y
Franklin, 2001). La velocidad de inyeccion fue de 0,5 ul/min, y utilizamos una canula de
300 um de diametro unida a una jeringa Hamilton controlada por una bomba
motorizada (Bioanalytical Systems, USA). Mantuvimos la canula en el sitio de inyeccién
por 6 minutos luego de la inyeccion, y la retiramos lentamente y cuidando que no
hubiera reflujo de la toxina. Los animales control (sham) recibieron una inyeccion de
salina-acido ascorbico 0,1% en el MFB y fueron manipulados de igual manera que los
que recibieron la 6-OHDA. La asignacion de cada raton a cada tratamiento fue hecha al
azar. Luego de la cirugia, durante todos los dias, los ratones fueron pesados y
recibieron una inyeccién subcutanea de solucién salina y fueron alimentados con una
dieta rica en azucares y grasas para que recuperen su peso (alrededor de 20 dias
luego de la cirugia). Una vez recuperados, los ratones pasaron por una serie de
ensayos conductuales para evaluar los signos de parkinsonismo. Al menos 7 dias
después de los ensayos conductuales realizamos los registros electrofisiolégicos y
fijamos la parte del cerebro que contiene la sustancia nigra pars compacta y, al menos
3 dias después, realizamos el analisis de expresion de tirosina hidroxilasa (TH) por
inmunohistoquimica para confirmar el grado de lesién dopaminérgica (ver mas adelante

y Figura m.1B).

A B :
Ensayos Experimentos

Cirugia conductuales electrofisiologicos TH

| 1 | | |

| ~20dias | | | >7 dias [ >3dias |
6-OHDA | Veh g £38
m e
ZE3
o8

Figura m.1: Inyeccion de 6 -OHDA. (A) Esquema de corte parasagital de un cerebro de un ratén en el
que se detalla el medial forebrain bundle (MFB), que va desde la sustancia nigra pars compacta (SNpc) y
area tegmental ventral (VTA) hacia el estriado (CPU y NAc) (Modificado de Negus y Miller, 2014). (B)
Esquema que muestra el protocolo experimental utilizado. Entre cada ensayo conductual hubo al menos
1 dia de separacion.Veh: vehiculo.
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M.3. Ensayos conductuales

Para evaluar los signos de parkinsonismo sometimos a los ratones a 3 ensayos
conductuales a partir de la tercera semana luego de la inyeccién de 6-OHDA (Escande
y col., 2016). Realizamos los ensayos en dias no consecutivos, durante la fase de luz,
a ciegas del tratamiento. Para evaluar el indice de rotacién asimétrica realizamos un
ensayo de arena abierta (open field). Para evaluar el indice de asimetria de las patas
delanteras realizamos el ensayo del cilindro. Y para evaluar la coordinacion motora y el

balance realizamos un ensayo de rotarod.

Arena abierta: medimos la cantidad de rotaciones espontaneas 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 camara cenital, y la posicién de los ratones en funcién
del tiempo fue determinada por el sistema de rastreo automatico ANY-maze.
Calculamos el indice de rotaciones ipsilaterales como el numero de rotaciones

ipsilaterales sobre el numero de rotaciones totales (ver Figura r.16).

Cilindro: Introdujimos al raton en un cilindro vertical de acrilico transparente de 10 cm
de diametro y 14 cm de alto. El test consiste en contar cuantas veces el ratén usa la
pata delantera contralateral, la ipsilateral o ambas juntas, para apoyarse en la pared al
realizar una exploracion vertical durante 5 minutos. Todo el ensayo fue filmado con una
videocamara lateral. Calculamos un indice de asimetria como el numero de veces que

apoya la pata contralateral respecto al total.

Rotarod: Pusimos a los ratones a caminar en un rotarod acelerado (de 4 a 40 rpm en 3
minutos; Ugo Basile, Italia) y evaluamos la latencia a caerse del rodillo. Cada animal
fue testeado 5 veces seguidas separadas por 5 minutos cada una.
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M.4. Electrofisiologia

M.4.1. Obtenc ion de tejido ex vivo para registros electrofisiol6gicos

Anestesiamos a los ratones con hidrato de cloral (600 mg/kg, i.p.) y luego los
decapitamos. Rapidamente sacamos el cerebro y lo pusimos en una solucién de corte
fria y carbogenada (95% O, / 5% CO3) que contenia: 125 mMNaCl, 2,5 mMKCI, 1,3 mM
NaH;PO4-H,0, 26 mM NaHCO3, 0,5 mM CaCly, 2,5 mM MgCl, y 10 mM glucosa.
Preparamos el cerebro para realizar cortes coronales a la altura del estriado en un
vibratomo (Pelco T series 1000, Ted Pella). Cortamos rodajas de 300 um de espesor y
las transferimos a una camara conteniendo la misma solucion, las mantuvimos a 34°C
durante 30 minutos y luego las dejamos a temperatura ambiente hasta el momento de

registro.

M.4.2. Registros electrofisioldgicos

Para realizar los registros transferimos las rodajas a una camara de registro perfundida
mediante un bomba peristaltica (Ismatec, Alemania) con liquido cefalorraquideo
artificial (ACSF por sus siglas en inglés) a una tasa de 3 ml/min. El ACSF contenia: 125
mMNaCl, 2,5 mMKCI, 1,3 mM NaH;PO4-H20, 26 mM NaHCO3, 2 mM CaCl,, 1 mM
MgCl, y 10 mM glucosa. La temperatura en la camara fue de 34°C mantenida con un
controlador de temperatura TC-344B (Warner Instruments). Antes de realizar los
registros dejamos equilibrar las rodajas durante 10 minutos en la camara. Registramos
ICE de la region dorsolateral del estriado, la cual corresponde a la regiébn motora.
Identificamos las neuronas registradas con un microscopio Nikon Eclipse equipado con
un objetivo de inmersion en agua 40x, con 6ptica DIC y para fluorescencia, y una
camara infraroja conectada a un monitor y a la computadora. Utilizamos pipetas de
registro de borosilicato estirados con un puller (P-97, Sutter Instruments), de

resistencia entre 4 y 7 MQ.Para los registros en whole cell, llenamos las pipetas con
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solucion intracelular: 20 mMKCI, 120 mM K-gluconato, 1 mM HEPES, 2 mM Na,ATP,
0,3 mMNaGTP, 0,1 mM EGTA, 10 mMfosfocreatinay 2 mM MgCl,, pH 7,3 ajustado con
KOH. Para los registros de las ICE de ratones KO Kv1.3 incluimos neurobiotina en la
solucion intracelular para luego verificar su morfologia celular. Para los registros en cell
attached llenamos las pipetas con ACSF. Ralizamos los registros con un amplificador
Axoparch-1D (Molecular Devices), con excepcion de los registros en ratones KO Kv1.3,
que realizamos en la Universidad RosalindFranklin de Chicago, lllinois, Estados
Unidos, con un amplificador Multiclamp 200B (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 analizar
superaban los siguientes criterios: resistencia en serie entre 10 y 30MQ, potencial de
accién mayor o igual a 50 mV desde el umbral al pico y con "overshoot", y potencial de
membrana en reposo entre -75 y -45 mV. Para los registros en voltage clamp
compensamos la capacitancia y la resistencia en serie (minimo 60%). No hicimos la

substraccion de la conductancia de fuga (leak conductance).

M.4.3. Estimulacién

M.4.3.1. Estimulacion eléctrica

Para evaluar la integracion sinaptica realizamos estimulacion eléctrica intraestriatal con
un electrodo bipolar fabricado en el laboratorio con alambre teflonado de 76um,
retorcido. Establecimos la intensidad de corriente de estimulacion con una unidad
aisladora de estimulos (Isoflex). Utilizamos cinco pulsos de 0.3 ms de duracion a 20 Hz.
Calibramos la intensidad de estimulacion para que la respuesta postsinaptica fuera
subumbral y mantuvimos la misma intensidad antes y después del agregado de drogas.

Apoyamos el electrodo sobre el tejido a alrededor de 500 um de la célula registrada y
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confirmamos que no estabamos estimulando eléctricamente la célula registrada

bloqueando la transmision glutamatérgica (ver Figura r.14).

M.4.3.2. Estimulacion optogenética

Para realizar la estimulacion optogenéticautilizamos un laser LED de 447 nM, 1W
(Tolket, Argentina) y una fibra éptica de 200 um de diametro situada a menos de 300
um de la célula de registro. Aplicamos cinco pulsos de luz a 20 Hz, cada pulso durd 10

ms.

M.4.4. Manipulaciones farmacoldgicas

Preparamos todas las drogas como soluciones stock en H,O (salvo indicacion en
contrario) que luego diluimos en ACSFy aplicamos mediante la perfusién. Utilizamos
las siguientes drogas en las siguientes concentraciones finales: ADWX-1 (0,1, 1y 10
nM, Alomone labs), CdCl,-H,O (200 uM, Sigma), SCH23390 (1 uM, Sigma), ZD7288
(30 uM, Sigma), Tetrodotoxina (TTX, 1 uM, Alomone labs), CNQX (50 uM, stock
preparado en DMSO, Sigma), picrotoxina (100 uM, stock preparado en DMSO, Sigma),
sulpiride (10 uM, stock preparado en DMSO, Santa Cruz Biotechnology), Tityustoxin
(TsTx, 100 nM, stock preparado en buffer recomendado, Alomone labs), Agitoxin-2
(AgTx-2, 30 nM, stock preparado en buffer recomendado, Alomone labs), ao-
Dendrotoxin (a-DTX, 100 nM, stock preparado en buffer recomendado, Alomone labs) y
Margatoxin (MgTx, 300 nM, stock preparado en buffer recomendado, Alomone labs).
Buffer recomendado: 0,1% BSA, 100 mMNaCl, 10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA.
Algunas drogas fueron incluidas en la solucién de registro en la pipeta: RGS4 (50 pM y
1 nM, GenwayBiotech), CCG63802 (100 uM, preparado en DMSO, R&D Systems),
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anticuerpo anti-Kv1.3 que reconoce el epitope intracelular (10 ug/ml, Neuromab) y goat

anti-guinea pigbiotinilado (10 pg/ml, Vector).

M.4.5. Analisis de registros electrofisiologicos

Utilizamos el software ClampFit (Molecular Devices). Para realizar graficos y
comparaciones utilizamos GraphPadPrism version 6 (GraphPad Software). Evaluamos
si los datos cumplian normalidad y homocedacea utilizando el programa SigmaPlot 11.
Clasificamos a las ICE como acomodadoras o no acomodadoras realizando un analisis
de clusters multivariado no supervisado (tree clustering basado en el método de Ward,
utilizando distancias Euclideanas) con el programa STATISTICA 8.0 (StatSoft Inc.).
Calculamos la conductancia sensible a MgTx como Gugrx=lmgtx / (VmM-Ex), donde lyugrx
es la corriente MgTx-sensible generada por el protocolo de rampa en voltage clamp (de
-100 a +40 mV, con una rampa de 33 mV/segundo), Vm es el comando de voltaje y Ex
es el potencial de reversion del K™ estimado en nuestras condiciones (Ex=-107 mV).
Calculamos el Vsg a partir del ajuste de la curva de conductancia a la ecuacion de
Boltzman {G=Gnin*[(Gmax-Gmin)/1+eV0-XPendienten nara cada ICE por separado (Figura
m.2A). Calculamos el potencial de membrana en reposo en la linea de base antes de la
inyeccion de pulsos de corriente en los protocolos de current clamp (Figura m.2C).
Calculamos la resistencia de entrada como AV/Al en respuesta a la inyeccion de
corriente hiperpolarizate de -10 pA durante 1 segundo (Figura m.2D). Medimos la
amplitud del sag como la diferencia entre el minimo de voltaje generado por un pulso
de corriente hiperpolarizante de -40 pA y el estado estacionario al que llega el potencial
al final del pulso de 1 segundo de duracién (Figura m.2C). Medimos la amplitud de la
sAHP como la diferencia entre el Vm antes de iniciar el pulso y el minimo de voltaje
observado luego de finalizar el pulso despolarizante de 140 pA (Figura m.2F).
Definimos la reobase como el menor pulso de corriente inyectado que generé al menos
un potencial de accion, de una serie de pulsos de corriente de 1 segundo de duracion,
desde +20 a +380 pA, subiendo cada 30 pA (Figura m.2E). Medimos el umbral del
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potencial de accién a partir de graficos de fase del potencial de accién como el punto al
cual la derivada del potencial de membrana dV/dt se desvia de la media al menos por 2
desvios estandar (Figura m.2B) (Atherton y Bevan, 2005). Medimos el ancho del
potencial de accion al 50% de la amplitud maxima, que fue medida desde el umbral al
pico (Figura m.2E). Medimos el umbral, el ancho y la amplitud del potencial de accién
unicamente para el primer potencial de accion observado en la reobase. Calculamos la
amplitud de la AHP como la diferencia entre el potencial en reposo y el minimo de
voltaje en una ventana de un segundo luego de la estimulacion que desencadena la
respuesta (Figura m.2G). Medimos la latencia a partir del primer estimulo (Figura
m.2G).
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Figura m.2: Medicién de parédmetros fisiologicos de las ICE. (A ) Curva de conductancia MgTx-
sensible a la que ajustamos a la ecuacion de Boltzman para determinar el Vs,. (B) Grafico de dV/dt en
funcién del voltaje del primer PA evocado por la corriente minima (reobase) para calcular el umbral.
(C)Registro representativo de la respuesta de una ICE a un pulso de corriente hiperpolarizante de -40
pA. Mostramos el potencial de reposo (Vm) y la amplitud del sag. (D) Registro representativo de la
respuesta de una ICE a un pulso de corriente hiperpolarizante de -10 pA. Mostramos dénde calculamos
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la resistencia de entrada (Ri).(E) Registro representativo de la respuesta de una ICE a un pulso de
corriente despolarizante de 50 pA, que en este caso es la reobase. Calculamos la amplitud y el ancho del
1° PA. (F) Registro representativo de la respuesta de una ICE a un pulso de corriente despolarizante de
140 pA. Mostramos la amplitud de la sAHP. (G) Registro representativo de la respuesta de una ICE a la
estimulacion eléctrica. Mostramos como definimos la amplitud y la latencia de la AHP.

M.5. Inmunofluorescencia

M.5.1. Protocolos

Realizamos las reacciones de inmunofluorescencia en cortes flotantes (free-floating) de
cerebro fijado (Braz y col., 2015). Para la inmunofluorescencia contra TH, separamos la
parte del cerebro que contenia la sustancia nigra pars compacta el dia del registro
electrofisiologico y la fijamos en paraformaldehido (PFA) 4% en fosfato buffer salino
(PBS) 0,1 M pH 7,4 durante la noche (ON), luego la crioprotegimos en sacarosa 30%
en PB y finalmente realizamos cortes de 40 um utilizando un micrétomo de congelacién
deslizante (Leica SM 2010R). Para realizar el resto de las inmunomarcaciones
anestesiamos a los ratones con hidrato de cloral (600 mg/kg, i.p.) y luego los
perfundimos a través de la aorta con solucion salina con heparina (10 U/ml, Rivero,
Argentina), seguida por PFA 4% en PB. Sacamos los cerebros, los post-fijamos por 2
hs en el mismo fijador y luego los pasamos a sacarosa 30% en PB. Una vez embebidos
en sacarosa los cortamos como se indicé antes. Conservamos los cortes que contenian
estriado o sustancia nigra pars compacta en PBS 0,1 M pH 7,4 con 0,1% azida de
sodio,en cajas multi-well a 4°C. Para la inmunomarcacién, bloqueamos los cortes por 2
hs a temperatura ambiente con albumina de suero bovino (BSA) o en suero de cabra
(NGS), incubamos ON con el anticuerpo primario a 4°C, lavamos 3 veces en PBS y
luego incubamos con el anticuerpo secundario conjugado con fluoréforosAlexa
(Invitrogen) o con biotina (Vector). En este ultimo caso, lavamos los cortes nuevamente
3 veces en PBS y los incubamos con streptavidina-FITC (Vector). Para finalizar,
lavamos nuevamente los cortes en PBS 3 veces y los montamos en portaobjetos de
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vidrio con Vectashield (Vector) y cubreobjetos. Detallamos las especificaciones de cada

inmunomarcacion en la Tabla m.1.

Tabla m.1. Anticuerpos y buffers usados para inmunofluorescencia

Marcacion Bloqueo Anticuerpo primario, Anticuerpo secundario,
(en PBS pH 7,4) dilucién dilucién, condiciones
Horse anti-goat 1gG-
Colina Acetil- . N biotin(Vector BA-9500),
transferasa 2% BSA, 0.1% TX-  Goat anti-ChAT (Millipore 1:250, 2 hs Tamb
(ChAT) 100 AB144P), 1:1000 FITC-streptavidina (Vector

Parvalbumina
(PV)

Neuropeptido Y
(NPY)

Oxido nitrico
sintasa

(NOS1)

Kv1.3 dominio
intracelular

Kv1.3 dominio
extracelular

Tirosina
hidroxilasa (TH)

1% NGS, 0.3% TX-

100

2% BSA, 0.3% TX-

100

2% BSA, 0.3% TX-

100

2% BSA, 0.5% TX-

100

1% BSA

5% NGS, 0.3% TX-

100

Mouse anti-PV (Swant
Inc. 235), 1:3000

Rabbit anti-NPY (Center
forUlcerResearch and
Education 8711), 1:500

Rabbit anti-NOS1 (Santa
Cruz sc-1025),1:500

Mouse anti-Kv1.3
(NeuroMabL23/27), 1:100

Rabbit anti-Kv1.3
(Alomonelabs APC-101),
1:100

Mouse anti-TH
(ChemiconMAB318),
1:1000

SA-5001) 1:200, 2 hs
Tamb

Goat anti-mouse IgG
(Invitrogen A11029),
1:400, 3 hs Tamb

Goat anti-rabbit IgG
(Invitrogen A11034),
1:200, 2 hs Tamb

Goat anti-rabbit IgG
(Invitrogen A11034),
1:200, 2 hs Tamb

Goat anti-mouse 1gG
(Invitrogen A11029),
1:1000, 2 hs Tamb

Goat anti-rabbit IgG
(Invitrogen A11034),
1:500, 2 hs Tamb

Goat anti-mouse IgG
(Invitrogen A11029),
1:500, 2 hs Tamb

BSA: Seroalbumina bovina; TX-100: Triton X-100; NGS: suero normal de cabra, Tamb: temperatura

ambiente.
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M.5.2. Adquisicién de imagenes

Obtuvimos imagenes de los cortes inmunomarcados con un MiCroscopio
confocalOlumpus FV1000/1X81, utilizando un objetivo de inmersion en aceite (40X) u
objetivos 10 o 20X.

M.5.3. Analisis de las imagenes

Para evaluar la intensidad de marca de Kv1.3 en las ICE utilizamos el programa
Imaged. Dado queel protocolo utilizado para el anticuerpo anti-Kv1.3, que reconoce un
epitope extracelular del canal, no incluyé la incubacién con triton, la penetracion del
anticuerpo en las secciones se limitd a la superficie. Para no sesgar nuestro resultado,
todas las imagenes se adquirieron en los 5 ym mas superficiales del corte. Ademas,
cada imagen fue cuantificada a ciegas del tratamiento. Sobre la imagen del canal rojo
(neuronas tdT+) aplicamos la deteccion de particulas sobre una imagen binaria
obtenida aplicando el algoritmo Otsu (Schneider y col., 2012), lo cual nos permitié
generar regiones de interés sobre los somas de las ICE (Figura m.3B-C). Luego
trasladamos las regiones de interés (ROIs) detectadas en el canal rojo al canal verde
(Kv1.3) y calculamos la intensidad de la marca Kv1.3 dentro de las ROls (Figura m.3D).
Para normalizar la intensidad de la marca entre imagenes sustrajimos a la intensidad
de cada ROI la intensidad de background, medida en un area circular de 20x20 um en
una region de paquetes axonales (Figura m.3E). Para comparar la intensidad de marca
entre ratones control y parkinsonianos promediamos los valores de las células por foto

y luego promediamos por animal (medimos al menos en 3 fotos por ratén).
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Figura m.3: Cuantificacion de la intensidad de marca de Kv1.3. (A) Imagen de inmunofluorescencia
anti-Kv1.3 (verde) en un corte de estriado de un ratén ChAT-Cre;tdT. (B) Imagen binaria obtenida a partir
del canal rojo correspondiente a la inmunofluorescenciamostrada en A, luego de que aplicamos el
algoritmo Otsu. (C) Luego de la aplicacion del algoritmo Otsu realizamos la deteccion de particulas para
detectar las ICE, que se muestran en celeste. (D) Canal verde correspondiente a la inmunofluorescencia
de Kv1.3. Se trasladaron las particulas detectadas en el canal rojo al canal verde para calcular la
intensidad de marca. (E) Canal verde correspondiente a la inmunofluorescencia de Kv1.3. El circulo
celestemuestra la region elegida para calcular el background en una zona de un paquete axonal.

M.6. Evaluacion de la expresion de ARN

M.6.1. Captura laser

Para realizar la captura laser anestesiamos a los ratones con hidrato de cloral (600
mg/kg, i.p.) y los perfundimos a través de la aorta con solucion salina con heparina (10
U/ml, Rivero, Argentina), seguida por PFA 2% en PB y luego por sacarosa 20% en PB.
Sacamos los cerebros y los congelamos rapidamente en Cryoplast (Biopack,
Argentina). Luego llevamos los cerebros congelados a Pablo Pomata, quien se ocupa
de realizar las capturas laser en el servicio que presta el INGEBI. Alli se cortaron los
cerebros a 10 um utilizando un criostato libore de ARNasa (ThermoCryotome E) y
portaobjetos cargados positivamente. Pomata realizé la captura laser de acuerdo a lo
descripto en Rossi y col. (2012): utilizd un laser infrarojo (Equipamiento de
microdiseccion y captura laser Arcturus, Applied Biosystems) en combinacién con un
laser ultravioleta para separar las células tdTomato positivas (tdT+) del resto del tejido.
Las células capturadas quedan adheridas a una capsula (CapSure) de alta sensibilidad

(AppliedBiosystems) con film termoplastico. Pulsando el laser infrarojo, el film
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termoplastico forma una protrusiéon fina que adhiere el tejido de interés (Figura m.4A).
Aproximadamente capturé 200 células en cada capsula, correspondientes al estriado
de un ratén. Como control negativo, capturo tejido tdTomato negativo (tdT-) circundante
a las célular tdT+ (Figura m.4A). El servicio de captura laser entregd al menos 3
muestras independientes de MRNA extraido de tejido capturado, con el que

posteriormente realizamos analisis de expresion (RT-PCR).

M.6.2. Aislamiento de ARN y RT -PCR

A partir de las muestras capturadas de tejido tdT+ y tdT- extrajimos el ARN utilizando el
sistema Paradise PLUS Reagent (AppliedBiosystems), siguiendo las instrucciones del
kit. Para mejorar el rendimiento de la reaccion, digerimos las muestras con 20 ug de
Proteinasa K (AppliedBiosystems) durante 16 horas a 37°C. Incubamos las muestras
con ADNasas sin ARNasas (1 unidad por ug de ARN, PromegaCorporation) a
temperatura ambiente por 20 minutos, para degradar todo el ADN contaminante. Luego
sintetizamos ADNc usando primers al azar (random primers) a partir del total del ARN
obtenido en cada captura laser, utilizando el kit ImProm-ll Reverse Transcription
System (Promega), ajustando la concentracion de MgCl, a 4,75 mM. Como control
negativo de esta reaccion, omitimos el ARN o la enzima transcriptasa reversa (TR).
Luego amplificamos el ADNc con los primers indicados en la Tabla m.2, mediante PCR
convencional de 35 ciclos, utilizando una termocicladora PTC-100 (MJ Research) y
ADN Polimerasa GoTaq, siguiendo las instrucciones del proveedor con cambios
menores (Utilizamos 2U de TaqgPolymerasa por reaccion y los primers en una
concentracion de 1,1 uM). Cada ciclo incluyé desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, hibridacién (annealing) a la temperatura indicada en la Tabla m.2 para cada
reaccion por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto. Con los productos de PCR
realizamos electroforesis en gel de agarosa 2% con 0,5 mg/ml de bromuro de etidio
para visualizar los productos bajo luz ultravioleta. Para confirmar el peso molecular,

junto con las muestras corrimos un marcador de peso molecular (Embiotec, Argentina).
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Detallamos las especificaciones de cada primer utilizado para cada reaccion en la
Tabla m.2.

A B
Eleccion de captura tdT+ tdT-

\ /Extraccién ARN
RT-PCR

ADNc

Amplificacién

Células capturadas Electroforesis

A 4

W Amplicén

Visualizacién por UV

@

L 4

Banda

200pm

Figura m.4: Captura laser de células tdT+ y tdT -, y obtenciéon de muestras. (A) Microfotografia de
estriado de un ratén ChAT-Cre;tdT (tdT en rojo) en la que se eligieron las células a capturar por
microdiseccion laser. A la derecha se muestra el tejido capturado. (B) Protocolo de RT-PCR luego de la
captura laser. Se capturaron por separado células tdT+ y tejido tdT-.

Tabla m.2: Secuencias de los primers

Gen Hibridacion Ampli -

(protei na) Forward primer Reverse primer ) c6n (bp)
CHAT (ChAT) 5-GGCCATTGTGAAGCGGTTTG-3' 5 TGTATCTAAACAACCGCCTGGC-3' 52 138

PENK (Penk) 5-GCCTTGTCAATGATGTTTCTTGTC-3'  5-CAACATAGCCATAAGAGACCAATACTG-3' 50 151
KCNA1(Kv1.1) 5-GGCCATCATCCCTTATTTCA-3' 5-GCTCTTCCCCCTCAGTTTCT-3' 50 491
KCNA2 (Kv1.2) 5-CTATGACCCAGAGGCAGACC-3' 5-TCATCCTCCCGAAACATCTC-3' 50 324
KCNA3 (Kv1.3) 5-AGTATATGGTGATCGAAGAGG-3' 5-AGTGAATATCTTCTTGATGTT-3' 50 137
KCNAG (Kv1.6) 5-CGAGGAAGAAGATGAGGATGA-3' 5-CCGTCTCTCGGTGGTAGAAGT-3' 52 743
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M.7. Analisis estadistico

Detallamos los analisis estadisticos en los epigrafes de las figuras y los realizamos con
los programas mencionados anteriormente. Para realizar tests paramétricos primero
nos aseguramos de que los datos cumplieran los supuestos de normalidad vy
homocedacea. El nivel de significancia utilizado fue de p<0,05 y en todos los casos
mostramos MediatEE, a menos que se indique otra cosa.

63



Resultados



Capitulo 1

Validacion del modelo ChAT-Cre:tdT



RESULTADOS - CAPITULO 1

R.1.1.Caracterizacion del ratobn ChAT -Cre;tdT

Las interneuronas colinérgicas estriatales se distinguen del resto de las neuronas
estriatales por su gran tamano relativo. Sin embargo, comprenden menos del 5% del
total de las neuronas presentes (Gerfen y Surmeier, 2011), por lo que es dificil
encontrarlas. La expresion transgénica de proteinas fluorescentes bajo el control de las
secuencias regulatorias del gen ChAT (Colin-Acetil Transferasa) facilita su localizacion.
Cruzamos ratones en los que promotores de ChAT dirigen la expresiéon de la
recombinasa Cre con ratones que reportan la presencia de Cre recombinasa con la
proteina fluorescente tdTomato y obtuvimos los ratones que denominamos ChAT-
Cre;tdT. Estos ratones mostraron una completa colocalizacion entre tdTomato y la
inmunomarcacion para ChAT a nivel de cuerpos celulares en el estriado. Por otro lado,
las células tdTomato positivas no expresaron marcadores de otras poblaciones de
interneuronas estriatales como parvalbumina (PV), neuropéptido Y (NPY) o oéxido-
nitrico sintasa (NOS) (Figura r.1A). Al realizar una cuantificacion de las células
marcadas por inmunohistofluorescencia no encontramos ninguna superposicién entre
las células tdT+ y los marcadores de interneuronas PV, NPY y NOS, mientras que el
93,6% de las células tdT+ fueron ChAT positivas (ChAT+). Ademas, solo un 0,9% de
las células ChAT+ fueron tdTomato negativas. Analizamos entre 3 y 5 ratones para

cada inmunomarcacion.

Por otro lado, registramos células positivas para tdTomato de ratones ChAT-Cre;tdT en
patch clamp (Figura r.1B), en configuracién whole cell, y encontramos que poseen las
propiedades electrofisioldgicas caracteristicas de las ICE: 1) actividad espontanea
(Figura r.1C); 2) presencia de "sag" en respuesta a un pulso de inyeccion de corriente
hiperpolarizante (Figura r.1D); 3) un enlentecimiento de la frecuencia de descarga
(adaptacion de frecuencia), seguido por el cese de disparos (acomodacion) en
respuesta a un pulso de inyeccidén de corriente despolarizante (Figura r.1D); y 4) una
despolarizacién de rebote después de un pulso hiperpolarizante y una hiperpolarizaciéon
tardia lenta (sAHP) que aparece luego de una inyeccion de corriente despolarizante
(Figura r.1D) (Sanchez y col., 2011, Bennett y Wilson, 1999, Jiang y North, 1991,
Maurice y col., 2004). Estas mismas propiedades aparecen en las ICE registradas en
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ratones salvajes (wild type, WT). Ademas, las ICE de ratones WT y ChAT-Cre;tdT
mostraron similar potencial de reposo, resistencia de entrada, amplitud del "sag",

amplitud de la sAHP, reobase, umbral, y amplitud y duracion del primer PA (Tabla r.1).

Para estudiar la excitabilidad de las ICE evaluamos la descarga de potenciales de
accion durante pulsos de inyeccion de corriente de 1 segundo de duracion y distintas
intensidades. Medimos dos variables principales, el numero de potenciales de accién
("frecuencia de disparo") (Figura r.1E) y la coordenada temporal del ultimo potencial de
accion ("tiempo del ultimo PA") durante el pulso de corriente (Figura r.1F) para todas
las intensidades de corriente inyectadas. No encontramos diferencias en ninguno de los
dos parametros entre ICE de ratones WT y ChAT-Cre;tdT.

Basados en estos resultados utilizamos los ratones ChAT-Cre;tdT en el resto de los
experimentos presentados en esta tesis (con excepcion de los registros realizados en
ratones KO de la subunidad Kv1.3).

Tabla r.1: Comparacion entre ICE de ratones WT y ChAT -Cre;tdT

Propiedad WT ChAT -Cre;tdT p valor Significancia
Potencial de reposo (mV) -61,7+1,5 -61,1+2,1 0,802 NS
Resistencia de entrada (MQ) 332,3+37,4 362,2+22,8 0,231 NS
Amplitud del sag (mV) 45+0,8 58+0,9 0,255 NS
Amplitud de sAHP (mV) -11,4+0,8 -10,41+£1,2 0,497 NS
Reobase (pA) 405 40+ 7,1 0,999 NS
Umbral (mV) -39,3+1,9 -356+1,9 0,179 NS
Ancho del 1° PA (ms) 1,6+0,2 1,7+ 0,1 0,574 NS
Amplitud del 1° PA (mV) 69,1+56 66,4 + 3,1 0,677 NS
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Figura r.1: Los ratones ChAT -Cre;tdT reportan ICE con las mismas propiedades que lo s WT. (A)
Microfotografia de estriado de un ratén ChAT-Cre;tdT en la que se observa la colocalizacién de la
proteina tdTomato (rojo) con Colina-AcetilTransferasa (ChAT, verde, izquierda y arriba). No se observo
colocalizacion con interneuronas PV, NPY o NOS (verde, abajo). (B) Foto de una ICE de un ratén ChAT-
Cre;tdT bajo iluminacién DIC (arriba) y epifluorescente (abajo). (C) Registros representativos de la
actividad espontanea de una ICE de un raton WT (arriba, azul) y una de un ratén ChAT-Cre;tdT (abajo,
rojo). (D) Registros representativos de la respuesta de una ICE de un ratén WT (izquierda) y una de un
raton ChAT-Cre;tdT (derecha) frente a la inyeccidon de un pulso de corriente despolarizante (140 pA) y
otro hiperpolarizante (-40 pA). (E-F) Frecuencia de disparo (E) y tiempo del ultimo PA (F) en funcion de
la corriente para ICE de ratones WT y ChAT-Cre;tdT (ANOVA de medidas repetidas, p>0,05, n=9 en
cada grupo).
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R.2.1.Cambios en la excitabilidad de las ICE durante el desarrollo postnatal

Sanchez y col. (2011) reportaron que la excitabilidad intrinseca de las ICE disminuye
durante el desarrollo postnatal en ratas, pero no aclararon si dicho cambio se debe a
modificaciones de la adaptacion de frecuencia y/o la acomodacion. Con el objetivo de
caracterizar la dependencia de la edad de los cambios en la excitabilidad de las ICE,
registramos en whole cell los patrones de disparo de ICE de ratones juveniles (de entre
14 y 45 dias postnatales) y adultos (entre 60 y 180 dias postnatales) en respuesta a la

inyeccion de escalones de corriente de 1 segundo de duracién.

Sin importar la edad, en ratones, la mayoria de las ICE acomodaban o0 no acomodaban
(continuaban disparando potenciales de accion a lo largo de todo el pulso) (Figura r.2A)
para todo el rango de pulsos de corriente despolarizante utilizado. Es decir, las ICE no
cambian de patrén de disparo dependiendo de la intensidad de corriente (Figura r.2B).
Patrones mixtos (con acomodacion a altas intensidades de corriente y sin acomodacion
a intensidades bajas, o viceversa) fueron infrecuentes. Esto lo podemos ver en la
Figura r.2B, en la que cada célula esta indicada con un color segun el tiempo del ultimo
PA en respuesta a un pulso de 140 pA (las que acomodan,representadas en la gama
de los azules y las que no acomodan,en la gama de los rojos). Se ve que en general,
para diferentes intensidades de corriente las azules tienden a conservar su posicion en
tiempos menores que las rojas para todas las intensidades de estimulacion. Ademas,
las células “no acomodadoras” no dejaron de disparar, y las “acomodadoras” no
volvieron a disparar cuando el pulso de inyeccion de corriente durdé 2 segundos en vez
de 1 (Figura r.2A). Realizamos un analisis exploratorio del tiempo del ultimo potencial
de accion en funcion de la edad del ratdn, lo que nos sugirié que la proporcion de ICE
“no acomodadoras” disminuye con la edad (Figura r.2C).
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Figura r.2: Exploracion de la acomodacion de ICE segin la edad.(A) Registros representativos de
una ICE que acomoda (arriba) y una que no acomoda (abajo) en respuesta a un pulso despolarizante
(140 pA) y a uno hiperpolarizante (-40 pA) de 1 segundo (izquierda) o 2 segundos (derecha) de duracion.
(B) Tiempo del ultimo PA para todas las ICE registradas en ratones juveniles (izquierda) y adultos
(derecha) en funcién de la intensidad de corriente. El codigo de color esta ordenado segun el tiempo del
ultimo PA para el pulso de 140 pA.(C) Tiempo del ultimo PA en funcién de la edad del raton para el pulso
de 140 pA.

Luego nos propusimos comparar el numero de ICE “acomodadoras” y “no
acomodadoras” entre ratones juveniles y adultos. Clasificar a una célula como
“‘acomodadora” o “no acomodadora” no resulta trivial, por lo que tuvimos que buscar
una forma objetiva de clasificarlas. Realizamos un analisisde clusters multivariado no
supervisado utilizando la frecuencia de disparo y el tiempo del ultimo potencial de
accioncomo variables clasificatorias y pudimos distinguir 2 clusters (Figura r.3A): uno
con alta frecuencia y elevado tiempo del ultimo potencial de accion (Cluster 1, "no
acomodadoras") y otro con baja frecuencia y bajo tiempo del ultimo potencial de accién
(Cluster 2, "acomodadoras") (Figura r.3B). La reobase no difirid6 entre los clusters
(Figura r.3C). En cambio, encontramos que la proporcion de células no acomodadoras
y acomodadoras difiere entre los dos grupos etarios (Figura r.3D). Los juveniles
presentaron una mayor proporcién de células no acomodadoras que los adultos: 43 de
175 ICE de ratones juveniles fueron clasificadas como “no acomodadoras” (24,6%), en
comparacion con el 2,8% de 56 ICE de ratones adultos (Figura r.3D).
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Figura r.3: El nimero de ICE que no acomodan disminuye en a  nimales adultos. (A) Analisis de
clusters multivariado no supervisado obtenido utilizando la frecuencia de disparo y el tiempo del ultimo
PA en respuesta a un pulso de 140 pA como variables clasificatorias. (B) Frecuencia de PAs en funcion
del tiempo del ultimo PA para ICE de juveniles y adultos clasificadas en los clusters 1 y 2 (*p<0,0001,
efecto del cluster significativo en un ANOVA de 2 factores, cluster y edad). (C) Reobase de juveniles y
adultos para los clusters 1y 2. (ANOVA de 2 factores, NS, p>0,05). (D) Porcentaje de neuronas de cada
cluster para juveniles y adultos (test exacto de Fisher, *p=0,03). En todos los casos se muestra
MediazEE.

Realizamos comparaciones en varios parametros medidos tanto en las ICE
“‘acomodadoras” como en las “no acomodadoras”, y observamos que no hay
diferencias en el potencial de reposo, en el umbral del primer potencial de accién, en su
amplitud y duracién, en la amplitud del sag o de la sAHP, ni en la resistencia de
entrada. Solo encontramos diferencias en la reobase, que resultdé de menor valor en las

ICE “no acomodadoras” (Tabla r.2).

Tabla r.2: Comparacion entre ICE "acomodadoras” y "no acomodadoras”

Propiedad No acomodadora  Acomodadora p valor Significancia
Potencial de reposo (mV) -63,5+1,4 -65,7+1,9 0,337 NS
Resistencia de entrada (MQ) 384,8 + 37,6 370,4+70,8 0,859 NS
Amplitud del sag (mV) 55+0,8 53+0,9 0,373 NS
Amplitud de sAHP (mV) -11,7£11 -13,3+1,6 0,422 NS
Rheobase (pA) 28 + 3,6 54 + 6,5 0,002 S
Umbral (mV) -439+1,1 -446+1,9 0,754 NS
Ancho del 1° PA (ms) 1,5+0,1 1,5+0,1 0,743 NS
Amplitud del 1° PA (mV) 73,3+2,0 71,925 0,649 NS
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En resumen, las ICE pueden ser clasificadas en dos categorias, basandonos en su
patron de disparo en respuesta a un pulso de corriente, y la maduracion postnatal se

caracteriza por un aumento en la proporcion de ICE “acomodadoras”.

R.2.2. Los blogueantes de canales Kv1 atentan la acomodacion

Los mecanismos que subyacen a los cambios en la excitabilidad intrinseca de las ICE
que ocurren tanto durante la maduracion postnatal como asociados a situaciones
patolégicas como la enfermedad de Parkinson son desconocidos. La acomodaciéon se
define como una interrupcidn del disparo de potenciales de accién durante una
despolarizacion sostenida. En principio, podria deberse a un “bloqueo por
despolarizacion”, es decir, inactivacion de los canales Na, que generan los potenciales
de accion (Kuznetsova y col., 2010). Sin embargo, al agregar un sobrepulso a los 700 o
900 ms del comienzo del protocolo de inyeccion de corriente, es decir una vez que la
célula ya habia acomodado, siempre se observo la aparicién de un potencial de accidn

(Figurar.4).
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Figura r.4: La acomodacion de las ICE no se debe a u n bloqueo por despolarzaciéon. (A) Esquema
del registro de una ICE en configuracién whole cell y modo current clamp. (B) Registros representativos
de una ICE en respuesta a un pulso despolarizante de 140 pA (azul, izquierda) y ante el mismo estimulo
con un sobrepulso de25 ms de duracion y 300 pA a los 700 ms (rojo, medio) y a los 900 ms (verde,
derecha) de iniciado el pulso despolarizante.
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Se sabe que corrientes lentas de K*, dependientes de Ca®" (Kca) o de voltaje (K.)
inducen acomodacién en distintos tipos celulares (ver introduccién; Tzingounis y Nicoll,
2008; Peters y col., 2005; Yue y Yaari, 2004; Sciamanna y Wilson, 2011; Dodson y col.,
2002; Faber y Sah, 2004). Previamente en el laboratorio encontraron que la
acomodacion de las ICE prevalece en presencia de apamina, un bloqueante de canales
SK (Sanchez y col., 2011). Por otro lado, Sanchez y colaboradores (2011) también
demostraron que la acomodacion es insensible a bloqueantes de los canales Ca,
sensibles a dihidropiridinas que serian responsables de la activacion de la ISAHP en las
ICE (Goldberg y Wilson, 2005).

Canales de K' dependientes de voltaje también fueron relacionados con la
acomodacion y la IsAHP en distintos tipos neuronales. Por ejemplo, se ha reportado
que la acomodacion en neuronas piramidales de hipocampo es mediada por canales
Kv7 (Peters y col., 2005; Yue y Yaari, 2004). Estos canales también estan presentes en
las ICE (Cooper y col., 2001). Entonces, comenzamos bloqueando canales Kv7 con 2
bloqueantes distintos: el UCL2077, que bloquea Kv7.3 y 7.5, y el XE991, que bloquea
todos los Kv7 (Yue y Yaari, 2004) (Figura r.5B). Ninguno de los 2 bloqueantes modifico
la acomodacion (Figura r.5). No encontramos diferencias ni en la frecuencia de
disparos de las ICE (Figura r.5C-G) ni en la coordenada temporal del ultimo potencial

de accioén (Figura r.5E-H) antes y después de los bloqueantes.
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Figura r.5: Los canales Kv7 no participan en la acomodacioén de las ICE. (A) Esquema del registro

de una ICE en configuracion whole cell y modo current clamp, y del protocolo de estimulacion. (B)
Esquema de la membrana de una ICE indicando qué canales bloquean el UCL2077 y el XE991. (C)
Registros representativos de una ICE antes y después de la aplicacion de UCL2077 (10 uM). (D-E)
Frecuencia de disparo (D) y tiempo del ultimo PA (E) en funciéon de la amplitud de corriente antes y
después de la aplicacion del UCL2077 (ANOVA de medidas repetidas, p>0,05, n=4). (F) Registros
representativos de una ICE antes y después de la aplicacion de XE991 (10 uM). (G-H) Frecuencia de
disparo (G) y tiempo del ultimo PA (H) en funcion de la amplitud de corriente antes y después de la
aplicacion del XE991 (ANOVA de medidas repetidas, p>0,05, n=4). En barras grises se indica la
respuesta al pulso de 140 pA que se muestra en los registros representativos. En todos los casos se
muestra MediatEE.

La familia de canales Kv1 también fue relacionada con la acomodaciéon en neuronas de

la amigdala y otras estructuras (Sciamanna y Wilson, 2011; Dodson y col., 2002; Faber
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y Sah, 2004). Las ICE expresan canales Kv1 (Song y col., 1998; Deng y col., 2005),
pero su rol fisiolégico ha recibido muy poca atencién. Nos propusimos bloquear
distintos tipos de canales Kv1 y evaluar la excitabilidad de las ICE (Figura r.6A-B).
Toxinas aisladas de venenos de escorpiones y de serpientes bloquean canales Kv1 de
distintos subtipos con distinta selectividad. La margatoxina (MgTx), proveniente del
veneno del escorpion Centruroides margaritatus y con alta afinidad por la subunidad
Kv1.3 (Garcia-Calvo y col., 1993), bloque6 la acomodacion (Figura r.6C). Esto se
observa como un aumento en la frecuencia de disparos (Figura r.6D) y en la
coordenada temporal del ultimo potencial de accion (Figura r.6E). Este resultado sugirié
que la subunidad Kv1.3 participa de la corriente que media la acomodacion de las ICE.
Encontramos también que la MgTx no generé cambios en la excitabilidad de neuronas
que no acomodaban (Figura r.6F-H). Como la MgTx es una proteina de gran tamafo
(4179 Da), tarda alrededor de 40 minutos en generar su efecto maximo, ya que tiene
que entrar al tejido para acceder a los canales de K*. Para controlar que el efecto
observado no sea un efecto del tiempo, hicimos un control de tiempo, en el que
registramos ICE a lo largo de 40 minutos. No encontramos diferencias en la

excitabilidad de estas neuronas a lo largo del tiempo (Figura r.61-K).
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Figura r.6: El bloqueo de Kv1.3 bloquea la acomodacién de las |

Intensidad de corriente (pA)

Intensidad de corriente (pA)

CE. (A) Esquema del registro de una

ICE en configuracion whole cell y modo current clamp, y del protocolo de estimulacién. (B) Esquema de
la membrana de una ICE indicando qué canales bloquea la MgTx. (C) Registros representativos de una
ICE que acomoda antes y después de la aplicacién de MgTx (30 nM). (D-E) Frecuencia de disparo (D) y
tiempo del ultimo PA (E) en funcién de la corriente antes y después de la aplicacion deMgTx (ANOVA de
medidas repetidas, interaccion: ***p<0,0001, *p=0,049, n=6). (F) Registros representativos de una ICE
que no acomoda antes y después de la aplicacion de MgTx (30 nM). (G-H) Frecuencia de disparo (G) y
tiempo del ultimo PA (H) en funcién de la corriente antes y después de la aplicacién del MgTx (ANOVA

77



RESULTADOS - CAPITULO 2

de medidas repetidas, NS, n=3). (I) Registros representativos de una ICE que acomoda a tiempo 0 y
después de 40 minutos. (J-K) Frecuencia de disparo (J) y tiempo del ultimo PA (K) en funcion de la
corriente, a tiempo 0 y después de 40 minutos (ANOVA de medidas repetidas, NS, n=4). En barras
grises se indica la respuesta al pulso de 140 pA que se muestra en los registros representativos. En
todos los casos se muestra MediatEE.

A continuacidon quisimos confirmar la participacion de Kv1.3, ya que MgTx muestra
cierta afinidad por otras subunidades como Kv1.6. Por lo tanto, hicimos el mismo
experimento pero con otra toxina selectiva para Kv1.3, la agitoxina-2 (AgTx-2, 30 nM)
(Garcia y col., 1994; Cayabyab y col., 2000) (Figura r.7A-B), y observamos el mismo
efecto que con la MgTx, es decir, bloqued la acomodacion de las ICE (Figura r.7C-E).
También vimos el mismo efecto con una toxina sintética selectiva para Kv1.3, el
ADWX-1 (Liy col., 2012; Han y col., 2008) (Figura r.7B). Utilizamos 3 concentraciones
distintas y encontramos que la dosis mas baja (0,1 nM) no tiene efecto sobre la
acomodacion, mientras que las dos mas altas (1 y 10 nM) si (Figura r.7F-H). En otro set
de experimentos pusimos un anticuerpo dirigido contra un epitope intracelular de Kv1.3
en la pipeta (10 puM), y evaluamos el efecto del bloqueo especifico del canal,
comparado con células en las que en la pipeta pusimos un anticuerpo control (10 uM),
y encontramos que el anticuerpo contra Kv1.3 bloquea la acomodaciéon de las ICE
(Figura r.71-K). Por ultimo, realizamos experimentos en ratones KO de la subunidad
Kv1.3 (KO Kv1.3) y encontramos el mismo efecto que con las toxinas que bloquean el
canal, es decir, las ICE de los ratones KO Kv1.3 presentaron un mayor numero de
potenciales de accion (Figura r.7L-M) y una coordenada temporal (Figura r.7N) mas
tardia en comparacién con las ICE de ratones de la misma colonia que si expresaban
Kv1.3. Realicé estos experimentos en el laboratorio del Dr. Kuei Tseng, en la
Universidad Rosalind Franklin, en Chicago, lllinois, junto a un estudiante postdoc de
ese laboratorio (Edén Flores Barrera). Estos resultados indican que los canales Kv1.3

son importantes y necesarios para la acomodacion de las ICE.
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Figura r.7: Kvl .3 es necesario para la acomodacion de las ICE. (A)  Esquema del registro de una ICE
en configuracion whole cell y modo current clamp, y del protocolo de estimulacion. (B) Esquema la
membrana de una ICE indicando qué canales bloquean la AgTx-2, el ADWX-1 y el anticuerpo anti-Kv1.3.
(C) Registros representativos de una ICE antes y después de la aplicacion de AgTx-2 (30 nM). (D-E)
Frecuencia de disparo (D) y tiempo del ultimo PA (E), en funcién de la corriente, antes y después de la
aplicacion de AgTx-2 (ANOVA de medidas repetidas, interaccion: **p<0,0001, *p=0,0256, n=4). (F)
Registros representativos de una ICE antes y después de la aplicacién de ADWX-1 (10 nM). (G-H)
Izquierda:Frecuencia de disparo (G) y tiempo del ultimo PA (H), en funcion de la corriente, antes y
después de la aplicacion del ADWX-1(10 nM) (ANOVA de medidas repetidas, interaccion: **p<0,0001,
tratamiento: *p=0,0088, n=4). Derecha: Frecuencia de disparo (G) y tiempo del ultimo PA (H) antes y
después de la aplicacion de ADWX-1 (0,1, 1 y 10 nM) para el pulso de 140 pA (ANOVA de medidas
repetidas, *p<0,05, n=4 en cada grupo). (I) Registros representativos de una ICEregistrada con un
anticuerpo dirigido contra un dominio intracelular de Kv1.3 (10ug/mL, Alomone) o un anticuerpo control
(10ug/mL, goat anti-guinea pigbiotinilado) en la pipeta. (J-K) Frecuencia de disparo (J) y tiempo del
ultimo PA (K) en funcion de la corriente para ICE registradas con anticuerpo anti-Kv1.3 o anticuerpo
control en la pipeta (ANOVA de medidas repetidas, interaccion: **p=0,0002, *p=0,025, n=9 en cada
grupo). (L) Registros representativos de una ICE de un ratén WT y una de un ratéon KO Kv1.3. (M-N)
Frecuencia de disparo (M) y tiempo del ultimo PA (N) en funcidon de la corriente para ICE de ratones WT
y KO Kv1.3 (ANOVA de medidas repetidas, interaccién: **p<0,0001, *p=0,013, n=23 en cada grupo). En
barras grises se indica la respuesta al pulso de 140 pA que se muestra en los registros. En todos los
casos se muestra MediazEE.

Como los canales Kv1 pueden ser homo o heterotetrameros, quisimos ver si otras
subunidades Kv1 regulan la excitabilidad de las ICE. En primer lugar utilizamos o-
dendrotoxina (a-DTX), que bloquea las subunidades Kv1.1, 1.2 y 1.6 (Harvey, 2001)
(Figura r.8A-B). Encontramos que la a-DTX (100 nM) disminuye la acomodacion de las
ICE, aumentando tanto la frecuencia de disparo (Figura r.8CD) como la coordenada
temporal del ultimo potencial de accion (Figura r.8E). En cambio, la tityustoxina (TsTx),
que muestra selectividad por la subunidad Kv1.2 (Werkman y col., 1993) (Figura r.8B),
no indujo cambios de excitabilidad (Figura r.8F-H). Por lo tanto, las subunidades Kv1.1
y Kv1.6 también podrian contribuir a la acomodacion de las ICE.
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Figura r.8: El bloqueo de Kv1.1 y/o 1.6 bloguea la acomodacién de|  as ICE. (A) Esquema del registro
de una ICE en configuracion whole cell y modo current clamp, y del protocolo de estimulacién. (B)
Esquema de la membrana de una ICE indicando qué canales bloquean la a-DTX y la TsTx. (C) Registros
representativos de una ICE que acomoda antes y después de la aplicacion de o-DTX (100 nM). (D-E)
Frecuencia de disparo (D) y tiempo del ultimo PA (E), en funcion de la corriente, antes y después de la
aplicacion de o-DTX (ANOVA de medidas repetidas, interacciéon: **p=0,006, *p=0,03, n=6). (F) Registros
representativos de una ICE que no acomoda antes y después de la aplicacién de TsTx (100 nM). (G-H)
Frecuencia de disparo (G) y tiempo del ultimo PA (H), en funcién de la corriente, antes y después de la
aplicacion del TsTx (ANOVA de medidas repetidas, NS, p>0,05, n=3). En barras grises se indica la
respuesta al pulso de 140 pA que se muestra en los registros. En todos los casos se muestra MediatEE.
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Encontramos que tanto los efectos de la MgTx como los de la a-DTX fueron altamente
selectivos, ya que no modificaron otras propiedades electrofisiolégicas de las ICE,
como el potencial de reposo, el umbral del primer potencial de accion, su amplitud y
duracion, la amplitud del sag o de la sAHP, la resistencia de entrada ni la reobase
(Tablas r.3 y r.4). Tampoco encontramos cambios en estas propiedades en los ratones
KO Kv1.3 (Tabla r.5). Por lo tanto, podemos concluir que los canales Kv1 cumplen un

rol importante en la excitabilidad de la membrana de las ICE.

Tabla r.3: Comparacién entre ICE antes y después de MgTx

Propiedad ACSF MgTx p valor Significancia
Potencial de reposo (mV) -60,6 £ 1,9 -60,5 + 3,5 0,968 NS
Resistencia de entrada (MQ) 293,7+41,0 331,0+ 41,6 0,391 NS
Amplitud del sag (mV) 3,8+0,8 4,4 +1,2 0,398 NS
Amplitud de sAHP (mV) 11,1214 -12,1+1,6 0,274 NS
Rheobase (pA) 55+9,2 45+9,2 0,363 NS
Umbral (mV) -422+1,2 -420+2,8 0,967 NS
Ancho del 1° PA (ms) 1,6 £ 0,1 1,5+ 0,03 0,529 NS
Amplitud del 1° PA (mV) 69,4153 68,6 £ 6,2 0,921 NS

Tabla r.4: Comparacion entre ICE antes y después de  a-DTX

Propiedad ACSF a-DTX p valor Significancia
Potencial de reposo (mV) -61,3+3,7 -61,2 + 6,1 0,983 NS
Resistencia de entrada (MQ) 228,3+47,0 262,0 + 56,7 0,618 NS
Amplitud del sag (mV) 36+1,3 28+0,7 0,558 NS
Amplitud de sAHP (mV) -9,5+2,6 -8,3+2,0 0,451 NS
Rheobase (pA) 65+ 10,3 50 £ 15,5 0,542 NS
Umbral (mV) -39,4+3,0 -38,3+6,5 0,799 NS
Ancho del 1° PA (ms) 1,6+0,2 1,7+0,2 0,491 NS
Amplitud del 1° PA (mV) 67,3+59 63,4 +10,4 0,611 NS
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Tabla r.5: Comparacion entre ICE de ratones WT y KO Kv1.3

Propiedad WT KO Kv1.3 p valor Significancia
Potencial de reposo (mV) -54,3+2,2 -58,1+1,2 0,130 NS
Resistencia de entrada (MQ) 358,1 + 50,6 310,0 + 23,9 0,370 NS
Amplitud del sag (mV) 25+0,3 3,1+0,5 0,310 NS
Amplitud de sAHP (mV) -4,7+0,7 -6,8+0,9 0,096 NS
Rheobase (pA) 51,487 40,0+ 5,6 0,263 NS
Umbral (mV) -43,2+0,8 -41,5+0,6 0,088 NS
Ancho del 1° PA (ms) 24+0,2 23+0,1 0,115 NS
Amplitud del 1° PA (mV) 65,6 + 3,7 716+22 0,157 NS

R.2.3. Las ICE expresan una corriente sensible a MgTx

Los canales Kv1 son tetrameros por los que pasa una corriente rectificadora tardia
(delayed rectifier). Puede estar formada por 4 subunidades iguales (homotetramero) o
distintas (heterotetramero), y las propiedades de la corriente dependen de las
subunidades que conformen el canal (Lee y col., 1996; Grissmer y col., 1994). Para
caracterizar la corriente sensible a MgTx registramos ICE en modo voltage clamp, en
configuracion whole cell. Medimos la amplitud de la corriente evocada al final de un
pulso cuadrado de 1 segundo de duracién, para distintos voltajes (inset en Figura r.9A),
en presencia de TTX (50 uM) para prevenir las corrientes de accion. Encontramos que
la MgTx reduce la amplitud de la corriente saliente evocada por pulsos despolarizantes
(Figura r.9A). La corriente sensible a MgTx tuvo una amplitud de 1,36+0,53 nA si la
medimos al final del pulso de 20 mV, lo que representa el 41,7% de la corriente total
(Figura r.9B). La corriente sensible no presenta signos de inactivacion, ya que no
encontramos diferencias en la amplitud de la corriente si la medimos al principio
(1,36+0,53 nA) y al final del pulso (1,36+0,53 nA) de 20 mV (test de t pareado, p>0,05).
Para aislar la corriente sensible a MgTx y determinar de forma mas precisa su
dependencia de voltaje, realizamos registros en whole cell voltage clamp, pero
estudiamos la corriente evocada con un protocolo de rampa, desde -100 a 40 mV (inset

Figura r.9C), en presencia TTX y del bloqueante de la corriente I, ZD7288 (30 uM)

83



RESULTADOS - CAPITULO 2

(Jiang y North, 1991; Kawaguchi, 1993). La corriente evocada al final de la rampa en
estas condiciones fue de 10,50,8 nA. El 58% de esta corriente fue bloqueada por Cd?**
(50uM), que bloquea de manera no selectiva las corrientes de Ca*, y de esta manera
también bloquea las corrientes de K* dependientes de Ca**. Luego agregamos MgTx
(30 nM), que bloqued un 27% adicional de la corriente total (Figura r.9C). Calculamos la
conductancia sensible a MgTx a partir de la corriente sensible (Figura r.9D), y a esta
curva, para cada célula por separado, le hicimos un ajuste a la ecuacion de Boltzman
(ver materiales y métodos). A partir de este ajuste calculamos un un potencial al 50%
de activacion (Vsg) de -9,6+7,3 mV. También encontramos que hay una relacion lineal
entre el tiempo del ultimo PA de una ICE y la magnitud de la corriente sensible a MgTx

medida en la misma célula (Figura r.9E).
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Figura r.9: Caracterizacion de la corriente sensible a MgTx. (A) Registros representativos de las

corrientes registradas en configuracién whole cell y modo voltage clamp en presencia de TTX (1 uM),
después del agregado de MgTx (30 nM) y de la corriente sensible a MgTx. Inset: protocolo de voltage
clamp. (B) Curva |-V de la corriente sensible a MgTx medida al tiempo indicado por la flecha en el
registro mostrado en A. Se muestra MediatEE. (C) Registros representativos de las corrientes
registradas en configuracién whole cell y modo voltage clamp con un protocolo de rampa en presencia
de TTX (1 uM) y ZD7288 (30 uM), después del agregado de cd* (200 uM) y después de agregar MgTx
(30 nM). Inset: protocolo de voltageclamp. (D) Registro representativo de la conductancia sensible a
MgTx normalizada, calculada a partir de la corriente sensible a MgTx. (E) Corriente sensible a MgTx
medida a los 40 mV de la rampa en funcién del tiempo del ultimo PA para cada ICE (Correlacién de
Pearson, p=0,022, R*=0,864; n=5).
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Estos resultados nos muestran que, ademas de corrientes Ca, y Kc,, las ICE presentan
una corriente sensible a MgTx de gran amplitud que se activa unicamente por voltaje,
que correlaciona con la magnitud de la acomodacion, lo que propone a los canales que
contienen la subunidad de Kv1.3 como jugadores esenciales en la excitabilidad de las
ICE. El V5o reportado para canales homotetrameros de Kv1.3 es de entre -26 mV
(Grissmer y col., 1994) y -22 mV (Doczi y col., 2008), determinado utilizando sistemas
heter6logos de expresion. La diferencia en el Vso determinado por nosotros puede
deberse a que el canal estaformado por distintas subunidades, incluyendo Kv1.3, y/o a
condiciones particulares existentes en células nativas que le confieren propiedades

distintas a la corriente reportada.

R.2.4. Las ICE expresan la subunidad Kv1.3

Estudios previos demostraron que las ICE expresan el ARNm de Kv1.1y Kv1.2 (Song y
col., 1998). Sin embargo, otras subunidades, como Kv1.3 y Kv1.6, no habian sido
investigadas. Como  primera  aproximacion  hicimos dos  estudios de
inmunofluorescencia con anticuerpos que se unen ya sea a un epitope intracelular
(Neuromab, Figura r.10A) o extracelular de la subunidad Kv1.3 (Alomone Labs, Figura
r.10B). Observamos, con ambos anticuerpos, que las ICE expresan la subunidad
Kv1.3.

A
B..

Merge - Figura r.10: Las ICE expresan la
subunidad Kv1.3. (A -B)
Inmunofluorescencia para el canal Kv1.3
(verde) en estriado de un ratén ChAT-
CretdT (tdT en rojo) wusando un
anticuerpo anti-Kv1.3 hecho en rata
contra un epitope intracelular (A,
Neuromab) y un anticuerpo anti-Kv1.3
hecho en conejo acoplado a FITC contra
un epitope extracelular (B, AlomonelLabs).
Ambos anticuerpos mostraron
colocalizacién con tdT (Merge).
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Para confirmar este resultado y estudiar la expresibn de otras subunidades
potencialmente implicadas en base a las herramientas farmacolégicas que usamos
(MgTx y a-DTX), analizamos la presencia del ARNm de distintas subunidades Kv1 en
las ICE. Para ello sintetizamos ADNc a partir de ARN extraido de muestras obtenidas
por captura laser de ICE (células estriatales positivas para tdTomato, tdT+) y de tejido
circundante (tejido estriatal sin somas positivos para tdTomato, tdT-) (ver Figura m.4 de
Materiales y Métodos). Luego realizamos PCR para evaluar la expresién de Kv1.1, 1.2,
1.3, 1.6. Para validar la selectividad de las muestras capturadas, confirmamos que las
muestras tdT+ expresen ARN de ChAT, y que las muestras tdT- expresen marcadores
de neuronas GABAérgicas (como GADG67). Como esperabamos, las células tdT+
expresaron ARN de ChAT, mientras que las tdT- no. Sin embargo, detectamos ARN de
GADG67 tanto en células tdT- como tdT+ (Figura r.11). Creemos que este resultado se
debe a que el estriado esta mayoritariamente compuesto por células que expresan
GADG67 (neuronas de proyeccion e interneuronas GABAérgicas), por lo que al extraer
las células tdT+ puede haberse contaminado con una pequefia muestra de tejido que
las rodea, lo que nos da este resultado positivo. Es interesante notar que unicamente
las muestras enriquecidas en ICE expresan la subunidad Kv1.3 (Figura r.11), lo que
resulta consistente con un trabajo previo en el que no se habia encontrado la expresion
de esta subunidad en neuronas GABAérgicas de proyeccion del estriado (Shen y col.,
2004). También observamos que las muestras enriquecidas en ICE expresan Kv1.1
pero no Kv1.2 ni Kv1.6 (Figura r.11). En un estudio previo realizado con PCR de células
unicas se habia encontrado que la subunidad Kv1.2 se expresa en el 25%de las ICE
(Song y col, 1998), por lo que es probable que nosotros no la hayamos encontrado
porque el ARN se encuentra en cantidades inferiores a la sensibilidad de nuestro
método. Sin embargo, nuestros resultados son consistentes con la contribucion
principal de las subunidades Kv1.3 y Kv1.1 en los efectos de la MgTx y la a-DTX, y con
la falta de efecto de la TsTx. Estos resultados también contribuyen a la idea de que el
canal por el que pasa la corriente sensible a MgTx puede estar formado tanto por la

subunidad Kv1.3 como por la Kv1.1.
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ChAT (CHAT) _ Rl 138 bp

GADG?{GADQ}. - IR 236 bp Figura r.11: Las ICE expresan ARN de las
Kv1.1 (KCNAT)] o 491 bp subunidades Kv1.3 y Kvl.l. Resultado
Kv1.2 (KCNA2) 324 bp representativo de RT-PCR que evalué Ila
Kv1.3 (KCNA3) B 137 1, expresion de ChAT, GADG7, Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3

y Kv1.6 (resultados similares se obtuvieron en 3
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R.2.5. La corriente sensible a MgTx contribuye a la ISAHP

En un trabajo previo Sanchez y colaboradores (2011) mostraron que la corriente de K*
que causa hiperexcitabilidad de las ICE de ratones parkinsonianos puede ser evocada
por un protocolo especifico para estudiar la ISAHP. Generalmente la ISAHP se mide
como la corriente de cola inducida por un pulso de voltaje despolarizante largo, que
parte de un potencial de mantenimiento (holding) similar al potencial del reposo de la
célula de estudio. En las ICE este protocolo evoca una corriente con una componente
temprana sensible a Ba®* y una componente tardia insensible a Ba** (ver Figura i.12F
de la introduccién). La componente insensible a Ba?", que es la Kca que clasicamente
se la asoci6 a canales de Ca®* sensibles a dihydropiridinas (Goldberg y Wilson, 2005;
Goldberg y col., 2009), pareceria no estar relacionada con la acomodacion de las ICE,
ya que ésta persiste luego de la aplicacién de dihydropiridinas (Sanchez y col., 2011).
Como la relacién entre la corriente que nosotros describimos y la encontrada
previamente por Sanchez y colaboradores (2011) resultaba poco clara, nos
preguntamos si la MgTx bloqueaba la ISAHP de las ICE. Por lo tanto registramos a las
ICE en whole cell voltage clamp utilizando el protocolo para medir ISAHP en presencia
de TTX (50 uM) y luego agregamos la MgTx (30 nM). Encontramos que la MgTx redujo
la ISAHP en un 41% en el pico (Figura r.12A-C). Finalmente, nos preguntamos si la
corriente sensible a MgTx se encuentra activa cuando el potencial de membrana se
mantiene a -50 mV, como lo hacia la componente sensible a Ba?" de la ISAHP medida

en ratas (Sanchez y col., 2011). La corriente sensible a MgTx en el potencial de holding
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fue de 105132 pA, lo que representa el 13% de la corriente sensible medida al final de

un pulso de 1 segundo de duraciéon de 0 mV.

Para confirmar este resultado, hicimos, nuevamente en colaboracién con los Dres.
Eden Flores Barrera y Kuei Tseng en la Universidad Rosalind Franklin, el mismo
protocolo para evaluar la ISAHP en ratones KO Kv1.3 y la comparamos con la medida
en los ratones control. Encontramos que los ratones KO para el Kv1.3 tienen la ISAHP

disminuida en comparacion con los controles (Figura r.12D-E).
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Figura r.12: Kv1.3 contribuye a la IsAHP de las ICE. (A) Esquema del registro de una ICE en
configuracion whole cell y modo voltage clamp, y del protocolo de estimulaciéon para evaluar la IsAHP.
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(B) Registros representativos de la ISAHP de una ICE antes y después del agregado de MgTx (30 nM) y
de la corriente sensible a MgTx, en presencia de TTX (1 uM). Inset: componente de IsAHP sensible a
MgTx, promedio. (C) IsAHP medida en el pico de la corriente (donde indica la flecha en B) antes y
después del agregado de MgTx (test de Mann-Whitney, *p=0.0002, n=8). (D) IsAHP promedio de ICE de
ratones WT y KO Kv1.3. Inset: Ampliacién del pico de la IsAHP. (E) IsAHP medida en el pico de la
corriente (donde indica la flecha en D) de ICE de ratones WT y KO Kv1.3 (test de Mann-Whitney,
*p=0,038, n=5-6 en cada grupo). En todos los casos se muestra MediatEE y los puntos negros
corresponden a ICE individuales.

Estos resultados muestran que los protocolos utilizados para medir la ISAHP reclutan
corrientes Kv1.3 de bajo umbral que no se inactivan, que parecen estar activas a
potenciales de membrana subumbrales, y que entonces podrian regular la actividad

subumbral de las ICE.

R.2.6. Los canales que contienen la subunidad Kv1.3 regulan la actividad ténica y

la integracion sinaptica de las ICE

En trabajos previos se estudio el rol de las corrientes de K™ dependientes de Ca** enla
regulacion de la frecuencia de disparos de potenciales de accion espontaneos de las
ICE (Goldberg y Wilson, 2005; Bennet y Wilson, 1999). Sin embargo, la relevancia de
las corrientes Kv en su actividad tonica no habia sido estudiada. Registramos la
frecuencia de disparos espontaneos de las ICE en configuracion cell attached (Figura
r.13A) en rodajas que fueron o no expuestas a MgTx (30 nM). En ambos casos,
incluimos picrotoxina y CNQX en el bafo para bloquear gran parte de la
neurotransmisién glutamatérgica y gabaérgica, respectivamente, y minimizar la
regulacion por senales externas. Encontramos que la frecuencia de disparos
espontaneos de las ICE fue un 72% mas alto en presencia de MgTx, en comparacion
con la situacion control, sin MgTx (Figura r.13A-B). Por lo tanto, los canales sensibles a

MgTx limitan la frecuencia de disparos espontaneos de las ICE.
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Figura r.13: Kv1.3 participa en la actividad tonica de las ICE. (A) Esquema del registro de una ICE en
configuracion cell attached y modo current clamp. (B) Registros representativos de la actividad
espontdnea una ICE en presencia (abajo) y una ICE en ausencia (arriba) de MgTx (30 nM). (C)
Frecuencia de disparos espontaneos de ICE en presencia o ausencia de MgTx (test de Mann-Whitney,
*p=0,012, n=10-11 en cada grupo).

Los inputs glutamatérgicos provenientes del talamo generan respuestas complejas en
las ICE, en relacion con eventos ambientales prominentes como recompensas (Kimura
y col., 1984; Apicella y col., 1991). Para determinar si los canales que contienen la
subunidad Kv1.3 regulan la respuesta de las ICE a inputs glutamatérgicos, primero
activamos las aferencias de las ICE mediante estimulacién eléctrica intraestriatal con
un electrodo bipolar en presencia de picrotoxina para bloquear la transmision
GABAérgica (Figura r.14A-B). Realizamos cinco pulsos de estimulacion subumbral a 20
Hz y encontramos que en la situacién control las ICE suman los primeros PEPS pero
luego la integracion temporal decrece. Sin embargo, al agregar MgTx, la integracién
temporal de los PEPS se mantiene a lo largo de los cinco pulsos de estimulacion
(Figura r.14C-D). Por otro lado, observamos que la despolarizacion inducida por la
estimulacién sinaptica era seguida por una AHP (Figura r.14C), que se cree que
contribuye a la respuesta de pausa de las ICE en presencia de eventos relevantes
(Reynolds y col., 2004). Encontramos que la MgTx no redujo estadisticamente la AHP
(Figura r.14E), pero si observamos una tendencia a la reduccion, pero si aumentd su
latencia (Figura r.14F). Estos resultados fueron replicados bloqueando la subunidad
Kv1.3 con ADWX-1 en vez de MgTx (Figura r.14G-H), pero en este caso la AHP si fue
reducida (Figura r.14l-J). Para confirmar que la respuesta se debia a activacion
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sinaptica y no a una despolarizacion directa de las ICE por la estimulacién agregamos

CNQX en el bafio y confirmamos que la respuesta fuera bloqueada (Figura r.14C-E).

7
i

A‘ticai
Glu

| Estilmulation eléctrica
"

Whale cell

c-“.u: Ineur talamico
-

W

PEPs normalizados

o PIC
-o +MgTx

PEPs normalizados

+ CNQX

e T Dy e e =

AHP (mV)

AHP (mV)

L SEE. 8%

-1.5

PIC

+ MgTx

-2.0-

PIC + ADWX-1

Figura r.14: Kv1.3 participa de la integracion sinaptica glutamatérgica de las
registro de una ICE en configuracion whole cell y modo current clamp, y del protocolo de estimulacion
eléctrica con un electrodo bipolar intraestriatal. (B) Esquema de la membrana de una ICE indicando qué
canales bloquean la MgTx y el ADWX-1. (C) Registros representativos de la respuesta de una ICE antes
y después de la aplicacion de MgTx (30nM) frente a la estimulacién eléctrica intraestriatal, en presencia
de Picrotoxina (PIC, 100 uM). El agregado de CNQX (50 uM) bloqueé la respuesta a la estimulacién. (D)
Amplitud de los PEPS normalizados al 1° PEPS, evocados por la estimulacion eléctrica intraestriatal,
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antes y después del agregado de MgTx (ANOVA de medidas repetidas, interaccion: *p=0,0004, n=4). (E-
F) Amplitud (E) y latencia (F) de la AHP medida a su maxima amplitud en donde indican las flechas en C
antes y después de la aplicacion de MgTx (tests de t pareados, E: p=0,16; F: *p=0,03; n=4). (G)
Registros representativos de la respuesta de una ICE antes y después de la aplicacion de ADWX-1 (10
nM) frente a la estimulacion eléctrica intraestriatal, en presencia de picrotoxina (PIC, 100 uM). El
agregado de CNQX (50 pM) bloqued la respuesta a la estimulacion. (H) Amplitud de los PEPS
normalizados al 1° PEPS, evocados por la estimulacion eléctrica intraestriatal, antes y después del
agregado de ADWX-1 (ANOVA de medidas repetidas, interaccién: *p=0,0021, n=4). (I-J) Amplitud (I) y
latencia (J) de la AHP medida en donde indican las flechas en F antes y después de la aplicacion de
ADWX-1 (tests de t pareados, I: *p=0,03; J: **p=0,008; n=4). En todos los casos se muestra MediatEE.

Dado que la respuesta fisioldgica de las ICE a recompensas seria desencadenada por
inputs talamicos, estudiamos el rol especifico de estos inputs transfectando neuronas
talamicas con channelrhodopsin-2 (ChR2) acoplada a YFP (Figura r.15A-B). Luego de
esperar un mes para que el canal se exprese, realizamos rodajas coronales a la altura
del estriado y registramos ICE en modo whole cell current clamp en presencia de
picrotoxina. Primero realizamos una estimulacion de 3 segundos de duracion a 20 Hz y
observamos que las ICE respondian a la estimulacion luminica disparando potenciales
de accion, que se bloquean con el agregado de CNQX (Figura r.15C). Luego
estimulamos con un tren de luz azul de cinco pulsos (10 ms) a 20 Hz, que indujo una
respuesta sinaptica similar a la observada con estimulacion eléctrica intraestriatal. En la
situacion control la estimulacion generd cinco PEPS con escasa integracion temporal a
lo largo de la respuesta excitatoria. Al agregar MgTXx, la integracion temporal aumento
considerablemente (Figura r.15D-E). En este caso la MgTx redujo la amplitud de la

AHP (Figura r.15F) y aumentoé su latencia (Figura r.15G).
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Figura r.15: Kv1.3 participa de la integracion sinptica talamica de las ICE. (A) Esquema del registro

de una ICE en configuracion whole cell y modo current clamp, y del protocolo de estimulaciéon
optogenética con luz azul de las terminales talamicas en estriado. (B) lzquierda: Microfotografia del
talamo mostrando el sitio de inyeccion del vector viral para expresar ChR2-YFP. Inset: Detalle de una
neurona talamica transfectada. Derecha: Microfotografia de estriado en la que se muestran las
proyecciones talamicas transfectadas con ChR2-YFP alrededor de ICE en un raton ChAT-Cre;tdT (tdT en
rojo). (C) Registros representativos de la respuesta de una ICE frente a la estimulacion optogenética (3
segundos de estimulacion, tren a 20 Hz, cada pulso dura 10 ms), en presencia de picrotoxina (PIC, 100
uM). La aplicacion de CNQX (50 uM) bloquea la respuesta de la ICE frente a la estimulacion. (D)
Registros representativos de la respuesta de una ICE antes y después de la aplicaciéon de MgTx (30 nM)
frente a la estimulacion optogenética de las terminales talamicas (5 pulsos de 10 ms a 20 Hz), en
presencia de picrotoxina (PIC, 100 uM). (E) Amplitud de los PEPS normalizados al 1° PEPS, evocados
por la estimulacién optogenética de las terminales talamicas, antes y después del agregado de MgTx
(ANOVA de medidas repetidas, interaccion: *p<0,0001, n=4). (F-G) Amplitud (F) y latencia (G) de la AHP
medida en donde indican las flechas en D antes y después de la aplicacion de MgTx (tests de t
pareados, F: *p=0,03; G: *p=0,04; n=4).En todos los casos se muestra MediatEE.

Luego quisimos confirmar que el efecto observado por la activacion sinaptica se debia
a un efecto de membrana. Para ello, realizamos registros en whole cell current clamp, y
realizamos una inyeccion de la corriente registrada en una ICE que habia sido

estimulada sinapticamente (CEPS-sintéticas) (Figura r.16A). Observamos el mismo
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efecto que antes: la MgTx aumentd la integracién de los PEPS "sintéticos" generados
(Figura r.16B-C), redujo la latencia de la AHP (Figura r.16D) y aument6 su latencia
(Figura r.16E).
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Figura r.16: El efecto de Kv1.3 en la integracion sinaptica se debe a cambios en | as propiedades

de integracién de las ICE. (A) Esquema del registro de una ICE en configuracién whole cell y modo
current clamp, y del protocolo de estimulacion. (B) Registros representativos de la respuesta de una ICE
antes y después de la aplicacion de MgTx (30 nM) frente a la inyeccion de las CEPSs-sintéticas, en
presencia de picrotoxina (PIC, 100 uM). (C) Amplitud de los PEPS normalizados al 1° PEPS, evocados
por la inyeccién de las CEPS-sintéticas, antes y después del agregado de MgTx (ANOVA de medidas
repetidas, interaccién: *p=0,0003, n=4). (D-E) Amplitud (D) y latencia (E) de la AHP medida en donde
indican las flechas en B antes y después de la aplicacién de MgTx (tests de t pareados, D: **p=0,009; E:
*p=0,04; n=4). En todos los casos se muestra MediazEE.

Por lo tanto, los canales que contienen la subunidad Kv1.3 podrian modular las sefales
mediante las cuales las ICE informan sobre la presencia de eventos ambientales

prominentes, como recompensas, al circuito estriatal.

Tomados en conjunto estos resultados revelan un rol inesperado de los canales Kv en
la fisiologia de las ICE. Los canales que contienen la subunidad Kv1.3 son jugadores
claves en la excitabilidad de las ICE, regulan su frecuencia de disparos espontaneos y

limitan la integracion temporal de las sefales excitatorias.
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R.3.1. Las ICE de ratones parkinsonianos son mas  excitables

Se ha demostrado en un trabajo previo que las ICE de ratas modelo de la
enfermedad de Parkinson son mas excitables que las de ratas control. En
ese trabajo la degeneracion de las neuronas nigroestriatales se obtenia
mediante la toxina 6-OHDA, que destruye selectivamente a las neuronas
catecolaminérgicas. El aumento en la excitabilidad se evidencié como una
falta de acomodacién en comparacion con las ICE de ratas sham (Sanchez
y col., 2011; Figura i.11A-B de la introduccién). Para determinar si la
degeneracion nigroestriatal induce un déficit en la acomodacién en
ratones, similar al observado en ratas, estudiamos la excitabilidad de las
ICE de ratones ChAT-Cre;tdT lesionados con 6-OHDA y ratones control
(sham). En colaboracion con la Dra. Irene Taravini, que realizé la mayoria
de las lesiones, inyectamos la toxina (o su vehiculo) en el haz medial del
cerebro anterior (medial forebrain bundle, MFB) de un hemisferio (Figura
m.1 del Materiales y Métodos). Cuatro semanas después realizamos tres
ensayos conductuales para evaluar el déficit motor que presentaban.
Primero realizamos un ensayo de arena abierta (open field) en el cual
evaluamos la cantidad de rotaciones ipsilaterales al lado de la lesion, en
funcion de las rotaciones totales, y observamos que los ratones
parkinsonianos rotan mas veces hacia el lado ipsilateral que los controles
(Figura r.17A). En segundo lugar realizamos el ensayo "del cilindro", en el
cual se examina el uso de las extremidades anteriores durante la
exploracion vertical de la pared de un cilindro de acrilico transparente de
10 cm de diametro. Verificamos que los ratones parkinsonianos utilizan
menos su pata contralateral respecto del control (Figura r.17B). Por ultimo
realizamos un ensayo de rotarod acelerado, en el que evaluamos la
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latencia a caerse del rodillo durante cinco ensayos seguidos, separados
por cinco minutos, y verificamos que los ratones lesionados tardaron
menos en caerse que los controles (Figura r.17C), implicando que tienen
menor coordinacion motora. Para confirmar el grado de lesion de las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta, luego de
realizar los experimentos de electrofisiologia evaluamos en esta estructura
la inmunorreactividad contra tirosina hidroxilasa (TH), una enzima clave en
la sintesis de catecolaminas, y verificamos una drastica reduccion de
neuronas TH+ en los ratones parkinsonianos (Figura r.17D). Estos
resultados confirman la efectividad de la lesién dopaminérgica en el grupo

experimental.
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Figura r.17: Comportamiento de ratones con lesiébn dopaminérgica nigroestriatal y su

confirmacion histoldgica. (A)  Izquierda: Trayectoria representativa en el open field de un ratén sham y
uno lesionado (6-OHDA). Derecha: indice de rotacién para los ratones sham y 6-OHDA (test de t no
pareado, *p<0,0001, n=18 sham y n=35 6-OHDA). (B) Izquierda: Fotos de un ratén del grupo sham y uno
del grupo 6-OHDA realizando el test del cilindro. Derecha: indice de asimetria de patas delanteras para
los ratones sham y 6-OHDA (test de t no pareado, *p<0,0001, n=18 sham y n=35 6-OHDA). (C)
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Izquierda: Foto de ratones realizando el test del rotarod. Derecha: Latencia de caida del rotarod de los
ratones del grupo sham y 6-OHDA (ANOVA de medidas repetidas, interaccion: *p=0,008, n=18 sham y
n=35 6-OHDA). (D) Inmunofluorescencia para TH en la sustancia nigra pars compacta y el area
tegmental ventral (ATV) en ratones de los grupossham y 6-OHDA.

Para estudiar la excitabilidad de las ICE de ratones parkinsonianos observamos su
respuesta a la inyeccion de pulsos de corriente despolarizante. Encontramos que las
ICE de ratones lesionados tienen una menor reobase, disparan mas potenciales de
accién y disparan su ultimo potencial de accion mas tarde que las ICE de los controles
(Figura r.18A-C). Tanto para los ratones parkinsonianos como para los controles el
patron de acomodacién de cada célula no cambié a lo largo de distintos pulsos

despolarizantes (Figura r.18D).
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Figura r.18: las ICE de los ratones parkinsonianos son mas excitables. (A) Registros representativos

de una ICE que acomoda (arriba) de un ratén del grupo sham y una que no acomoda (abajo) de un ratén
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del grupo 6-OHDA en respuesta a un pulso despolarizante (140 pA).(B-C) Frecuencia de disparo (B) y
tiempo del ultimo PA (C) en funcion de la intensidad de corriente para ICE de ratones del grupo sham y
6-OHDA (ANOVA de medidas repetidas, interaccion: *p=0.005, grupo: **p=0,0001, n=46 sham y n=71 6-
OHDA). En barras grises se indica la respuesta al pulso de 140 pA que se muestra en los registros en A.
(D) Reobase de ICE de ratones del grupo sham y 6-OHDA (test de t no pareado; *p=0,003, n=46 sham y
n=71 6-OHDA). (E) Tiempo del ultimo PA para todas las ICE registradas en ratones delos grupos sham
(izquierda) y 6-OHDA (derecha) en funcion de la intensidad de corriente. El cédigo de color esta
asignado segun el tiempo del ultimo PA para el pulso de 140 pA. En todos los casos se muestra
MediazEE.

El cambio en la coordenada temporal del ultimo potencial de accion y un analisis
exploratorio de los registros sugirieron que el aumento de excitabilidad se debia a una
falla en la acomodacién de las ICE. Para determinar sin sesgo cuantas ICE
acomodaban o no acomodaban en cada grupo experimental realizamos el mismo tipo
de analisis de clusters multivariado que antes cuando comparamos las ICE de ratones
juveniles y adultos. Utilizamos como variables la frecuencia de disparo y tiempo del
ultimo PA para el pulso de 140 pA. Nuevamente encontramos dos clusters (Figura
r.19A): uno con alta frecuencia y elevado tiempo del ultimo potencial de accion (Cluster
1, "no acomodadoras") y el otro con baja frecuencia y bajo tiempo del ultimo potencial
de accién (Cluster 2, "acomodadoras") (Figura r.19B). En este caso también
encontramos que la proporcion de células no acomodadoras y acomodadoras difiere
entre los dos grupos (Figura r.19D): los animales parkinsonianos presentan una mayor
proporcion de células no acomodadoras que los controles. El 43% de 71 neuronas de
ratones lesionados fueron clasificadas como “no acomodadoras”, en comparacion con
el 17% de 46 neuronas de ratones control. Cabe destacar que dentro de cada cluster
no hubo diferencias entre ratones control y lesionados en las dos variables analizadas.
Es decir, las diferencias de excitabilidad reportadas en la Figura r.18 para la totalidad
de las ICE estudiadas reflejan mas diferencias en la proporcion de ICE acomodadoras
y no acomodadoras entre los grupos que una variacién de excitabilidad que afecta a
todas las ICE independientemente de su fenotipo de excitabilidad. Ademas,
observamos que la reobase fue mayor en el cluster de las ICE que no acomodan, pero

no difirié entre grupos dentro de cada cluster (Figura r.19C), indicando nuevamente que
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el cambio de reobase observado al promediar todas las ICE (Figura r.18) es resultado

de un aumento en la proporcion de ICE no acomodadoras en los ratones lesionados.
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Figura r.19: La proporcion de ICE que no acomodan aumenta en ratones park insonianos. (A)

Andlisis de clusters multivariado no supervisado obtenido utilizando la frecuencia de PAs y el tiempo del
ultimo PA como variables clasificatorias. (B) Frecuencia de PAs en funcién del tiempo del ultimo PA para
ratones del grupo sham y 6-OHDA para los clusters 1 y 2 obtenidos a partir del analisis de clusters en A,
para el pulso de 140 pA (ANOVA de 2 factores, efecto del cluster: *p<0,0001; interaccion y grupo fueron
NS). (C) Reobase de ratones del grupo sham y 6-OHDA para los clusters 1 y 2. (ANOVA de 2 factores,
efecto de cluster: *p=0,0008; interaccion y grupo NS). (D) Porcentaje de neuronas de ratones delos
grupos sham y 6-OHDA para cada cluster (test exacto de Fisher, *p=0,002). En todos los casos se
muestra MediazEE.

Por otro lado, encontramos que las ICE de ratones sham y 6-OHDA no diferian en otras
propiedades como el potencial de reposo, resistencia de entrada, amplitud del sag y de
sAHP, el umbral, el ancho y la amplitud del primer potencial de accion (Tabla r.6).

Tabla r.6: Comparacion entre ICE de ratones shamy 6 -OHDA

Propiedad Sham 6-OHDA p valor Significancia
Potencial de reposo (mV) -66,1+1,0 -64,5+1,2 0,303 NS
Resistencia de entrada (MQ) 230,5 + 38,0 308,7 + 54,7 0,247 NS
Amplitud del sag (mV) 3,2+0,6 43+1,3 0,398 NS
Amplitud de sAHP (mV) -9,1+1,3 -10,0+ 1,6 0,672 NS
Rheobase (pA) 67,5+ 13,6 26,0+4,0 0,014 S
Umbral (mV) -450+1,5 42,4 +1,2 0,231 NS
Ancho del 1° PA (ms) 1,3+0,1 1,2+ 0,06 0,724 NS
Amplitud del 1° PA (mV) 63,5+4,7 67,0+4,6 0,613 NS
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Estos datos confirman y extienden los resultados previamente reportados en ratas,
sugiriendo que las ICE de animales con lesion nigroestriatal cronica expresan un
fenotipo de excitabilidad que se encuentra mas representado en ratones juveniles que
en adultos (Sanchez y col. 2011).

R.3.2. La excitabilidad de las ICE no cambia con el bloqueo agudo de receptores

de dopamina

Con los resultados recién mencionados nos preguntamos si el cambio en la
excitabilidad se debia a la lesidn cronica de las neuronas dopaminérgicas o si podia
reproducirse bloqueando de manera aguda los receptores para dopamina. Para
contestar esta pregunta realizamos experimentos en ratones control y registramos las
ICE en whole cell current clamp, antes y después de la aplicacion de los bloqueantes
de receptores para dopamina SCH23390 (bloquea receptores de tipo D1) y sulpiride
(bloquea receptores de tipo D2). No encontramos cambios en la excitabilidad de las
ICE al agregarles estos bloqueantes (Figura r.20), por lo que concluimos que los
cambios observados en las ICE de los ratones parkinsonianos requieren la deplecién

dopaminérgica cronica.
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Figura r.20: El bloqueo agudo de los receptores  para DA no bloquea la acomodacién de las ICE.

(A) Registros representativos de una ICE que no acomoda antes y después de la aplicacion de
SCH23390 (1 uM) y sulpiride (10 uM). (B-C) Frecuencia de disparo (B) y tiempo del ultimo PA (C) en
funcion de la corriente antes y después de la aplicacion de SCH23390 y sulpiride (ANOVA de medidas
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repetidas, p>0,05, n=4). En barras grises se indica la respuesta al pulso de 140 pA que se muestra en
los registros. En todos los casos se muestra MediatEE.

R.3.3. Las ICE de ratones parkinsonianos son insensibles a MgTx

Dado que bloqueando los canales que contienen la subunidad Kv1.3 se obtiene un
fenotipo de excitabilidad en las ICE de ratones controles que asemeja el que ocurre
espontaneamente en los animales parkinsonianos, nos preguntamos si la
hiperexcitabilidad observada en ratones lesionados podia explicarse por una
disminucién de la corriente de los canales Kv1.3. Si este fuera el caso, la MgTx deberia
tener un efecto disminuido o nulo sobre la excitabilidad de membrana de las ICE de
ratones lesionados. Por ello registramos ICE de ratones parkinsonianos y sham en
whole cell current clamp y estudiamos la respuesta a pulsos despolarizantes antes y
después de la aplicacion de MgTx (Figura r.21A-B). Como esperabamos, encontramos
que la MgTx aumenté tanto la frecuencia de disparo como el tiempo del ultimo potencial
de acciéon de las ICE de ratones sham, pero no tuvo efecto sobre las ICE de ratones

parkinsonianos (Figura r.21C-E).
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Figura r.21: El blogueo de Kv1.3 disminuye la acomodacion en ratones sham pero no tiene efecto

en ratones parkinsonianos. (A) Esquema del registro de una ICE en configuracion whole cell y modo
current clamp, y del protocolo de estimulacion. (B) Esquema de la membrana de una ICE indicando qué
canales bloquea la MgTx. (C) Registros representativos de una ICE que acomoda de un ratéon sham y
una que no acomoda de un raton 6-OHDA antes y después de la aplicacién de MgTx (30 nM). (D-E)
Frecuencia de disparo (D) y tiempo del ultimo PA (E), en funcién de la corriente, de ICE de ratones sham
y 6-OHDA antes y después de la aplicaciéon de MgTx (ANOVA de medidas repetidas, interaccion:
***p<0,0001, **p<0,0001, n=13 sham y n=13 6-OHDA). En barras grises se indica la respuesta al pulso
de 140 pA que se muestra en los registros. En todos los casos se muestra MediatEE.

También quisimos ver si la integracion sinaptica de las ICE de ratones parkinsonianos
estaba alterada y era insensible a MgTx. Registramos ICE de ratones lesionados y
controles en whole cell current clamp y realizamos experimentos de estimulacion
eléctrica intraestriatal subumbral (Figura r.22A). Encontramos que la suma temporal de
los PEPS de las ICE de ratones parkinsonianos es mayor que en los sham, y que, a
diferencia de lo que ocurre en estos ultimos, la MgTx no tiene ningun efecto sobre su
amplitud (Figura r.22B-C).
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Figura r.22: La integracion de entradas sinapticas glutamatérgicas por las ICE depende de Kv 13y

estd potenciada en ratones parkinsonianos. (A) Esquema del registro de una ICE en configuracion
whole cell y modo current clamp, y del protocolo de estimulacion eléctrica con un electrodo bipolar
intraestriatal. (B) Registros representativos de una ICE de un ratéon sham y otra de un ratén 6-OHDA
antes y después de la aplicacion de MgTx (30 nM) frente a la estimulacion eléctrica intraestriatal, en
presencia de picrotoxina (PIC, 100 uM). (D) Amplitud de los PEPS normalizados al 1° PEPS (ANOVA de
medidas repetidas, interaccion: *p=0,035, n=6 sham y n=7 6-OHDA). Se muestra MediatEE.

Por ultimo, previamente se habia reportado que la frecuencia preferida de disparo de
las ICE durante una rampa de corriente despolarizante era mayor en ratas
parkinsonianas que en ratas control (Sanchez y col., 2011). Por lo tanto inyectamos
una rampa despolarizante de corriente ascendente y luego descendente para
determinar cual era la frecuencia de disparos preferida de las ICE de ambos grupos de
ratones (Figura r.23A). Para medir la frecuencia preferida de disparos calculamos el
intervalo entre potenciales de accion (inter spike-interval, ISI) para cada par de
disparos, y a partir de ese valor obtuvimos la frecuencia instantanea (1/ISl). Calculamos
la frecuencia instantanea cada 100 ms y determinamos mediante un ANOVA de un
factor cuales de las frecuencias instantaneas consecutivas no diferian. Promediamos
todas las frecuencias que no presentaban diferencias por al menos 3 bines
consecutivos y ese valor lo consideramos como la frecuencia preferida de disparos.
Encontramos, como esperabamos, que la frecuencia preferida de las ICE de ratones 6-
OHDA es mayor que la de los ratones sham, y que la MgTx so6lo aumenta esta

frecuencia en los ratones sham (Figura r.23B-C). Este experimento confirma que la
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lesion dopaminérgica nigroestriatal provoca un aumento de excitabilidad de las ICE, y

que el bloqueo de los canales Kv1.3 no tiene efecto sobre estas neuronas.
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Figura r.23:Las ICE de ratones parkinsonianos tienen una frecuencia pr eferida de disparo mas
alta. (A) Esquema del registro de una ICE en configuracion whole cell y modo current clamp, y del
protocolo de estimulacién en forma de rampa. (B) Registros representativos de la respuesta de una ICE
de un ratén del grupo sham y una de un ratén del grupo 6-OHDA antes y después de la aplicacion de
MgTx (30 nM) frente a la inyeccién de corriente en forma de rampa. (C) Frecuencia preferida de disparos
de PAs de ICE de ratones de los grupos sham y 6-OHDA antes y después de la aplicacion de MgTx
(ANOVA de 2 factores, interaccion: *p=0,0003,Bonferroni post-hoc, n=7 sham y n=8 6-OHDA). Se
muestra MediatEE.

R.3.4. Las ICE de ratones parkinsonianos tienen una corriente sensible a MgTx de
amplitud reducida

De acuerdo con los resultados expuestos previamente podriamos esperar que la
corriente sensible a MgTx en los ratones parkinsonianos fuera de menor amplitud que
la de los ratones sham. Para evaluar esto realizamos registros de las ICE en whole cell
voltage clamp en presencia de TTX, ZD7288 (bloqueante de ;) y Cd** (bloqueante de
canales Ca,), con o sin MgTx, en ratones sham y 6-OHDA (Figura r.24A). Debido a que
en las condiciones de registro mencionadas las células se mantienen en buen estado
por un tiempo maximo aproximado de una hora, y a que el efecto maximo de MgTx se
observd aproximadamente a los 40 min, para optimizar el uso de la droga e

incrementar la probabilidad de obtener registros saludables, decidimos utilizar registros
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control y en presencia de MgTx no pareados. Para ello incubamos las rodajas durante
40 minutos con o sin MgTx y luego realizamos los registros. Observamos que las ICE
de los ratones lesionados tienen corrientes salientes de menor amplitud que las de los
ratones sham. Como esperabamos, encontramos que las ICE de ratones sham en
presencia de MgTx presentaron corrientes de menor amplitud que en ausencia de
MgTx, pero de igual amplitud que las de los ratones 6-OHDA tanto en presencia como

en ausencia de MgTx (Figura r.24B-C).
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Figura r.24: Las ICE de ratones parkinsonianos no tienen corriente sensible a MgTx significativa.

(A)Esquema del registro de una ICE en configuracion whole cell y modo voltage clamp, y del protocolo
de estimulacién. (B) Registros representativos de las corrientes registradas de ICE de un ratén sham y
uno 6-OHDA en presencia de TTX (1 uM), ZD7288 (30 uM) y cd* (200 uM), con o sin MgTx (30 nM).(C)
Curva |-V de las corrientes totales de ratones sham y 6-OHDA con o sin MgTx (ANOVA de medidas
repetidas, interaccion: *p<0,0001). Se muestra MediazEE.

En conjunto nuestros resultados apoyan la idea de que una reduccion de la corriente
sensible a MgTx causa los déficits de la acomodacion e integracion sinaptica

observados en las ICE de los ratones parkinsonianos.

106



RESULTADOS - CAPITULO 3

R.3.5. La IsAHP esta disminuida en las ICE de ratones parkinsonianos

Como vimos que los canales que contienen la subunidad Kv1.3 contribuyen a la ISAHP
de las ICE en condiciones control, quisimos ver si la ISAHP de ratones lesionados era
de menor amplitud que la de ratones control. Realizamos experimentos de whole cell
voltage clamp y medimos el pico de la corriente de cola luego de finalizado el pulso de
1 segundo de duracion y 0 mV de amplitud (Figura r.25A-B). Encontramos que la
IsAHP de ratones 6-OHDA es de menor amplitud que la de los ratones sham (Figura
r.25B-C). Estos resultados estan de acuerdo con los publicados previamente por
Sanchez y colaboradores (2011), donde observaron que la IsAHP de las ICE de ratas
parkinsonianas era de menor amplitud que la de ratas sham (Figura i.11C de la
introduccién). Con estos resultados podemos especular que la reduccion de la IsAHP
en animales parkinsonianos puede deberse, al menos en parte, a una disminucion de la

corriente Kv1.3, la misma que explica los déficits de acomodacion e integracion

sinaptica.
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Figura r.25: Las ICE de los ratones parkinsonianos tienen una ISAHP de menor amplitud. (A)

Esquema del registro de una ICE en configuracién whole cell y modo voltage clamp, y del protocolo de
estimulacion para evaluar la IsAHP. (B) Registros representativos de la ISAHP de una ICE de un ratén
sham y una de un ratén 6-OHDA, en presencia de TTX (1 uM). (C) Amplitud de la IsAHP medida en el
pico de la corriente (donde indica la flecha en B) en ICE de ratones sham y 6-OHDA (test de t no
pareado, *p=0,0085, n=6 sham y n=7 6-OHDA). Se muestra MediatEE.

107



RESULTADOS - CAPITULO 3

R.3.6. La expresion del canal Kv1.3 no esta alterada en ratones parkinsonianos

Dado que encontramos que las ICE de ratones parkinsonianos presentan
hiperexcitabilidad, son insensibles a MgTx y parecen tener un déficit en su corriente
MgTx-sensible, nos preguntamos qué mecanismo les confiere este fenotipo. En primer
lugar pensamos que podrian tener una disminucién en la expresion del canal. Para
evaluar esto hicimos una inmunomarcacion en cortes de estriado de ratones ChAT-
Cre;tdT y determinamos la intensidad de marca de Kv1.3 en el soma de las ICE (Figura
r.26). Paara ello, las ICE fueron detectadas automaticamente luego de establecer un
umbral de marca (ver Materiales y Métodos y Figura m.3). No encontramos diferencias
entre ratones parkinsonianos y controles (Figura r.26A-B). Esto sugiere que los déficits
en la corriente MgTx-sensible no son causados por una disminucion en la expresion de
los canales que expresan la subunidad Kv1.3, restando determinar si la subunidad es

direccionada adecuadamente a la membrana celular.

Figura r.26: Las ICE de
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sham y uno de un ratén 6-
OHDA. (B) Cuantificacién
1 de la intensidad de marca
Sham 6-OHDA de Kv1.3 en ICE de
ratones sham y 6-OHDA
(test de t no pareado,
p>0,05, NS). Se muestra
MediatEE.
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R.3.7. Cambios en RGS4 no afectan la excitabilidad de las ICE

Oftra alternativa para explicar el fenotipo hiperexitable es que los mecanismos que regulan el

canal Kv1.3 se encuentren alterados.
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Ding y colaboradores (2006) demostraron que las ICE de ratones parkinsonianos lesionados
también con 6-OHDA muestran una sobre-expresion de RGS4, una proteina reguladora de
proteinas G (ver Introduccion). Ellos propusieron que el aumento de RGS4 modificaria la
capacidad autoinhibitoria del autoreceptor My, alterando la actividad de la ICE vy la liberacién de
ACh. Dado que los canales Kv1 son pasibles de ser modulados por quinasas cuya actividad
depende de proteinas G (Lee y col., 2013), nos preguntamos si los cambios que observamos
en la excitabilidad de las ICE podian explicarse por la sobre-expresion de RGS4 (Figura r.27A-
B). Para evaluarlo realizamos dos experimentos: por un lado, registramos ICE de ratones
sham, que en su mayoria presentan un fenotipo acomodador, en las que incluimos RGS4 en la
pipeta de registro. Especulabamos que, si una sobre-expresion de esta proteina fuera capaz de
reducir la corriente Kv1.3, la excitabilidad de membrana de las ICE deberia aumentar. Sin
embargo, encontramos que la presencia de RGS4 en la solucion interna de la pipeta (tanto 50
pM como 1 nM) no modificd la acomodacion de las ICE de ratones sham (Figura r.27C-E). Por
otro lado, registramos ICE de ratones 6-OHDA en los que incluimos CCG63802, un inhibidor de
RGS4 (Lerner y Kreitzer, 2012), en la pipeta. Si la sobre-expresion de RGS4 fuera responsable
de la hiperexcitabilidad inducida por la lesion, las ICE deberian recobrar un fenotipo normal
bajo este tratamiento. Sin embargo, no encontramos una disminucion de la hiperexcitabilidad

de las ICE de ratones lesionados respecto al control (Figura r.27F-H).
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Figura r.27: Modificaciones de la disponibilidad de RGS4 en IC E no alteran su excitabilidad. (A)
Esquema del registro de una ICE en configuracion whole cell y modo current clamp, y del protocolo de
estimulacion. (B) Esquema de la membrana de una ICE indicando la interaccién entre las proteinas G
acopladas al receptor muscarinico M;, RGS4 y la posible interaccion con Kv1.3. (C)Registros
representativos de ICE que acomodan de un ratén sham con o sin RGS4 (50 pM y 1nM) en la pipeta de
registro. (D-E) Frecuencia de disparo (D) y tiempo del ultimo PA (E), en funcién de la corriente, de ICE de
ratones sham con o sin RGS4 en la pipeta (ANOVA de medidas repetidas, p>0,05, n=4 en cada grupo).
(F) Registros representativos de ICE que no acomodan de un ratéon 6-OHDA con o sin CCG63802 (100
uM) en la pipeta de registro. (G-H) Frecuencia de disparo (G) y tiempo del ultimo PA (H) en funcién de la
corriente de ICE de ratones 6-OHDA con o sin CCG63802 en la pipeta (ANOVA de medidas repetidas,
p>0,05, n=8 en cada grupo). En barras grises se indica la respuesta al pulso de 140 pA que se muestra
en los registros. En todos los casos se muestra MediatEE.
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Estos resultados indican que los cambios observados en la acomodacion de las ICE en
los ratones parkinsonianos no puede explicarse por cambios, al menos agudos, en la

expresion o actividad de RGS4.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis revelan un rol fisiolégico inesperado de una
corriente rectificadora tardia Kv en las ICE. Esta corriente provee una fuerte
retroalimentacion negativa a la despolarizacion, limitando la integracién temporal de
los inputs excitatorios, el disparo en salvas de potenciales de accién y la actividad
tonica. Estudios farmacolégicos, genéticos y de expresién molecular nos permitieron
demostrar que la subunidad Kv1.3 forma parte de los canales que median esta
corriente. Mas aun, demostramos que la hiperexcitabilidad observada en las ICE de
ratones parkinsonianos esta asociada a una disminucién de esta corriente.
Especificamente, en condiciones normales, los disparos de potenciales de accion
durante la inyeccién de corriente despolarizante y la suma temporal de inputs
excitatorios son limitados por la corriente que pasa por canales que poseen la
subunidad Kv1.3. Luego de la lesion dopaminérgica nigroestriatal, muchas ICE
disparan continuamente durante la inyeccion de corriente despolarizante y muestran
una integracion sinaptica aumentada, lo mismo que ocurre cuando se bloquean los

canales que contienen a la subunidad Kv1.3 en animales normales.

D.1. Validacion del modelo ChAT -Cre;tdT

Las ICE conforman entre un 1y 2% de las neuronas totales del estriado. Aunque
pueden reconocerse porque son mas grandes que el resto de las neuronas
estriatales (Gerfeny Surmeier, 2011), encontrarlas insume mucho tiempo vy limita el
rendimiento de cada experimento. Una vez que se establece la configuracion de
registro whole cell, pueden reconocerse por sus propiedades electrofisiologicas,
muy distintas a las del resto de las neuronas del estriado. Para agilizar el
reconocimiento de las ICE dentro de una rodaja, utilizamos un raton que expresa la
proteina fluorescente roja tdTomato bajo el control de ChAT. Este raton ya habia
sido utilizado por otros grupos (Erickson y col., 2014), pero no se habia publicado
una caracterizaciéon exhaustiva de las propiedades intrinsecas de sus ICE.

Realizamos dicha caracterizacion ya que, en nuestra experiencia, las
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caracterizaciones publicadas para determinada regidén cerebral o tipo celular no
pueden extrapolarse sin mayor analisis a otras regiones o tipos celulares. A modo
de ejemplo, establecimos que ratones disefiados para reportan la presencia del
receptor D1 para dopamina marcan con presiciéon a las NEM de la via directa, pero
no reportan ningun tipo de interneurona estriatal a pesar de que otros métodos y
estudios fisioldgicos indican que si los expresan (Escande y col., 2016). De manera
similar, una linea transgénica que reporta correctamente a las neuronas PV+ en la
corteza cerebral, solo reporta a una parte de las interneuronas estriatales PV+

(observaciones no publicadas).

Observamos similares propiedades electrofisioldgicas en las ICE de ratones Chat-
Cre;tdT y las de ratones wild type con el mismo background genético (C57/BL6).
Ademas confirmamos que las neuronas tdTomato+ expresan la proteina ChAT, y no
expresan marcadores de otras interneuronas estriatales. En la cuantificacion
encontramos que el 93,6% de las neuronas tdTomato+ fueron inmunomarcadas por
el anticuerpo contra ChAT. Es posible que el 6,4% restante no haya sido marcado
por una menor sensibilidad de la inmunofluorescencia comparada con el reporte
genético y no porque efectivamente no expresen la proteina. Por otro lado,
encontramos solo un 0,9% de células ChAT+ que no fueron tdTomato+. Esto podria
deberse a que una pequefia porcion de células ChAT+ no haya expresado la
proteina fluorescente roja, o a que la inmunomarcacion de ChAT nos dio una
pequefia fraccion de falsos positivos. De todas formas, cada vez que registramos
una neurona tdTomato+ comprobamos que presentaba las propiedades

electrofisioldgicas de las ICE antes de continuar con el registro.

D.2. Excitabilidad de las ICE

Basandonos en el patron de disparo de las ICE en respuesta a un pulso de
corriente, podemos clasificar a las ICE en dos categorias, acomodadoras y no
acomodadoras, y encontramos que la maduracion postnatal se caracteriza por un
aumento en la proporcion de ICE “acomodadoras”. Estos resultados son similares a
los descriptos previamente en ratas (Sanchez y col., 2011).

Desde hace tiempo se sabe que las ICE expresan corrientes rectificadoras tardias

de K* (Song y col., 1998) que supuestamente aceleran la fase de repolarizaciéon de
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sus potenciales de accion (Deng y col., 2005; Goldberg y col., 2009). Sin embargo,
nosotros no hallamos efectos de esta corriente sobre los potenciales de accion,
incluida su duracion (Tablas r.3-r.5). Esto remarca la conocida importancia de la
corriente BK en la repolarizacion del potencial de accién en estas células. En
cambio, en esta tesis encontramos que una corriente mediada por canales con
subunidades Kv1.3 es necesaria para que ocurra acomodacion en las ICE. Ademas
observamos que esta corriente contribuye a la ISAHP. La IsAHP es responsable de
la acomodacion en otros tipos celulares, pero clasicamente es atribuida a canales
KCa-

En nuestro trabajo primero confirmamos que la acomodacién no ocurre por un
bloqueo de los canales de Na* causados por la despolarizacion sostenida, mediante
la aplicacion de un sobrepulso luego de que la ICE ya habia acomodado. A
continuacion demostramos que los canales que contienen la subunidad Kv1.3 son
necesarios para que las ICE presenten acomodacion utilizando toxinas que
bloguean selectivamente canales que contienen esta subunidad, un anticuerpo que
reconoce la porcion intracelular de Kv1.3 incluido en la solucién intracelular, y por

ultimo, realizando registros en el ratéon KO de Kv1.3 (Figura d.1).
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Figura d.1: Resumen de las estrategias usadas para identificar canales Kvl en las ICE. Efecto

de los distintos bloqueantes Kv1 y del KO Kv1.3 en la frecuencia de disparo y el tiempo del ultimo PA
en las ICE. Inset: Protocolo en el que se muestra el pulso de corriente analizado en este caso. En
todos los casos se muestra MediatEE. Abreviaturas: MgTx: margatoxina; a-DTX: a-dendrotoxina;
AgTx-2: agitoxina-2; TsTx: tytiustoxina; Anti-Kv1.3: anticuerpo anti-Kv1.3 en la pipeta de registro; WT:
wild type.
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Los canales Kv1 estan formados por cuatro subunidades que se ensamblan
formando canales homomeéricos o heteroméricos, que les confieren diferentes
propiedades funcionales (Yellen, 2002). Song y colaboradores (1998) demostraron
mediante PCRs de células unicas que todas las ICE expresan el ARN de la
subunidad Kv1.4 (que participa en corrientes de tipo ), y sélo alrededor del 25%
expresan la subunidad Kv1.2, mientras que ninguna expresa la subunidad Kv1.5.
También demostraron que los canales Kv1 pueden unirse a distintas subunidades
auxiliares beta presentes en las ICE. En nuestro trabajo demostramos que las ICE
también expresan las subunidades Kv1.1 y Kv1.3, y no expresan la Kv1.6. Nosotros
no detectamos la presencia de Kv1.2 en las ICE, lo que podria deberse a una falta
de sensibilidad de nuestro método de deteccion. Teniendo en cuenta este factor, la
subunidad Kv1.6 también podria ser expresada en un numero de ICE reducido o
débilmente por las ICE en general. Dado que la subunidad Kv1.3 puede
ensamblarse con cualquiera de las subunidades mencionadas (Coleman y col.,
1999), y la unibn de una molécula de MgTx puede bloquear el canal,
independientemente de si es homomeérico o heteromérico (Hopkins, 1998), las ICE
podrian estar equipadas con una variedad de tetrameros Kv1. Es probable que las
subunidades Kv1.3 estén mayormente integradas en un canal heteromérico, debido
a que la corriente no presenta la inactivacion lenta reportada en canales
homoméricos Kv1.3 expresados en sistemas heterdlogos (Stuhmer y col., 1989;
Grissmer y col., 1994). El hecho de que la a-DTX también bloquee la acomodacién
de las ICE apoya la idea de que el canal responsable de los efectos fisiologicos
observados contiene tanto a la subunidad Kv1.3 como a la Kv1.1. Al realizar los
experimentos en modo voltage clamp confirmamos que estas células presentan una
corriente sensible a MgTx, la cual correlaciona con la fuerza de la acomodacion.
Cuando calculamos el voltaje al 50% de la activacion maxima (Vso) de la
conductancia sensible a MgTx encontramos pequefias diferencias con lo reportado
en sistemas heterdlogos de expresion (Grissmer y col., 1994; Doczi y col., 2008), lo
que podria deberse a que el canal sea un heterotetramero y no un homotetramero
de Kv1.3. Sin embargo, estas diferencias también podrian deberse a que
estudiamos un sistema nativo, donde los canales puede interaccionar con proteinas

distintas a las que se expresan en sistemas heterdlogos. Ademas, en otros sistemas
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nativos se han reportado V5 similares a las que observamos nosotros para canales

rectificadores retardados de bajo umbral (Guan y col., 2006; Iwasaki y col., 2008).

La IsAHP ha sido relacionada con diferentes propiedades de cémputo de las
neuronas, incluyendo la adaptacion de frecuencia de disparo y la acomodacion
(Adams y col., 1982; Madison y Nicoll, 1984), la transformacion de la sefal input en
una secuencia de potenciales de accién (Zhang y Arsenault, 2005; Thurley y col.,
2008), y con la preferencia de cédigo entre el tiempo de cada potencial de accion o
la frecuencia de potenciales de accion (Prescott y col., 2006; Prescott y Sejnowski,
2008).

Aunque estudios recientes sugieren que ISAHP podria ser mediada por canales
KCa3.1 (King y col. 2015), aqui encontramos que es bloqueada parcialmente por
MgTx y ademas es de menor amplitud en animales KO Kv1.3. Nuestros resultados
hacen un nuevo aporte sobre el rol de los canales de K™ dependientes de voltaje en
la IsAHP, en conjunto con resultados en neuronas de hipocampo, donde la IsAHP
es mediada al menos parcialmente por canales Kv7 y regulada indirectamente por
Ca’* a través de hipocalcina (Tzingounis y Nicoll, 2008; Tzingounis y col., 2010;
Ford y col., 2013). En nuestro trabajo demostramos que los Kv7 no participan de la
acomodacion de las ICE, pero sabemos que se expresan en estas neuronas y que
aumentando su probabilidad de apertura con distintos "abridores" (openers,
retigabina y diclofenac) disminuye su frecuencia de disparo (resultados no
mostrados). Interesantemente, el bloqueo de Kv1.3 no modificé la sAHP que sigue
al pulso de corriente despolarizante. Cabe remarcar que en las ICE, al igual que en
otros tipos neuronales, esta demostrada la participacién de una corriente Kca de
identidad molecular no definida, en la ISAHP. Asi, nuestro trabajo esta en linea con
lo reportado en Sanchez y colaboradores (2011) y por otros grupos que apunta a la
participacion de multiples corrientes en IsAHP (Andrade y col., 2012). Entonces, no
resulta sorprendente que en nuestro trabajo, asi como en otros trabajos recientes
que identifican corrientes Kca que contribuyen a IsAHP (King y col., 2015), la sAHP
no se afecta significativamente al bloquear la corriente estudiada. En nuestro caso
creemos que, como al bloquear la subunidad Kv1.3 aumenta la descarga de
potenciales de accion, se recluta de manera mas eficiente el componente K¢, de la
IsAHP y enmascara potenciales cambios en la sAHP. En la fisiologia de las ICE el

rol de la corriente MgTx-sensible podria ser complementario al de la corriente Kca,
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similar a lo que ocurre en células del sistema inmune, donde se sabe que la
conductancia Kv1.3 interactua con la conductancia Kcz3.1 y juntas regulan las
oscilaciones del potencial de membrana que median algunas respuestas inmunes
(Feske y col., 2015).

D.3. Influencia de Kv1.3 sobre patrones fisioldgicos de actividad de las ICE

Aunque se considera que las corrientes intrinsecas de las ICE juegan un rol clave
en la génesis de su actividad tonica y su respuesta de pausa ante estimulos
ambientales relevantes, los estudios previos hicieron énfasis en corrientes K¢, € .
El rol de corrientes Kv en la regulacion de los patrones fisioldgicos de disparo de las

ICE no habia sido analizado.

Como mencionamos en la introduccion, la respuesta de pausa registrada in vivo en
animales realizando tareas desaparece luego de una lesion dopaminérgica
nigroestriatal (Aosaki y col., 1994b) y cuando se bloquea la transmisién
talamoestriatal (Matsumoto y col., 2001). Evidencia obtenida en rodajas muestra que
mediante la estimulaciéon de aferentes talamoestriatales puede obtenerse una pausa
que se atenua cuando se aplican antagonistas de receptores D2 o se eliminan estos
receptores de las ICE (Ding y col.,, 2010; Kharkwal y col., 2016). Ademas, se
propone que la despolarizacion inducida por aferentes talamicos recluta la IsAHP,
que tendria un rol clave en generar la pausa (Wilson y Goldberg, 2006; Reynolds y
col.,, 2004), y que la pausa activaria I, quien contribuiria a darle fin (Deng y col.,
2007). Aqui demostramos que la corriente mediada por Kv1.3 limita la
despolarizacion inducida por aferentes talamicos y contribuye a generar la AHP que
sigue a dicha despolarizacion. Es interesante destacar que en este caso la AHP
dependiente de Kv1.3 sigue a una despolarizacion subumbral, que seria menos
eficiente para reclutar las corrientes Ca, que activan los canales K¢, que median el
componente canodnico de IsAHP. Esta interpretacion de los resultados esta en linea
con la idea de roles complementarios de las corrientes Kv y Kc, €n la provision de
feedback negativo durante una excitacién. En resumen, los canales Kv1.3 podrian

estar involucrados en la respuesta de las ICE a las aferencias talamicas que
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desencadenan la respuesta de pausa en presencia de un estimulo relevante durante
un aprendizaje orientado a obtener una recompensa (Figura d.2). Especulamos que

la DA podria modular la actividad del canal y contribuir a esta respuesta.
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Figura d.3: Respuesta de pausa de las ICE. (A) Esquema de la pausa generada por una respuesta
sinaptica de la ICE frente a la estimulacién talamica, dada por los canales que contienen la
subunidad Kv1.3. La transmision GABAérgica se encuentra bloqueada con picrotoxina (PIC) en el
bafo. (B) Esquema de la pausa donde se muestra quiénes participan en cada componente de la
respuesta. (C) Especificacion de los participantes de los PEPS y la AHP generados en la ICE por
estimulacién taldmica.

Por otro lado, encontramos que los canales que contienen la subunidad Kv1.3
también participan en la regulacién de la frecuencia de disparo de potenciales de
accion espontaneos. Los patrones de disparo espontaneos de las ICE son
generados por canales Ca,, Kca y HCN. Por lo tanto, el rol que cumplen los canales
Kv1 en su actividad espontanea fue altamente inesperado. En los experimentos de
voltage clamp observamos que la MgTx bloquea también parte de la corriente en el
potencial de holding habitualmente utilizado para registrar a las ICE (-50 mV),
indicando que es una corriente de bajo umbral que esta activa en el potencial de
reposo de la célula, tal como ocurre en linfocitos, en quienes se la considera

principal responsable del potencial de reposo (Feske y col., 2015). A pesar de ser
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inesperados, nuestros resultados son compatibles con los publicados por otros
grupos que ya habian observado que canales rectificadores tardios de bajo umbral
participan en la regulacién de los patrones de disparo de otras neuronas del sistema
nervioso central y periférico (Dodson y col., 2002; Faber y Sah, 2004).

En resumen, nuestros resultados de farmacologia y de expresion génica indican que
los canales que contienen las subunidades Kv1.1 y Kv1.3 limitan la actividad ténica
y la integracion de inputs sinapticos y contribuyen a la IsAHP, y sugieren que

participan de la respuesta de pausa de las ICE.

D.4. Rol del Kv1.3 en la enfermedad de Parkinson

Sanchez y colaboradores (2011) demostraron que las ICE de ratas parkinsonianas
tienen una excitabilidad aumentada, una frecuencia de disparo preferida elevada y
una IsAHP disminuida. Nosotros encontramos el mismo fenotipo en las ICE de
ratones parkinsonianos. Ademas encontramos que tienen una integracion sinaptica
aumentada frente a la estimulaciéon glutamatérgica. En todos los casos, estos
cambios fueron similares a los inducidos por MgTx en ICE de animales control, y
fueron insensibles a la MgTx en las ICE de ratones lesionados. Finalmente,
observamos wuna disminucion de la corriente MgTx-sensible en ratones

parkinsonianos.

La diferencia observada en la respuesta a la excitacion talamica provee una posible
explicacion a la atenuacion de la de respuesta pausa en monos con parkinsonismo
experimental (Aosaki y col., 1994b). Pensamos que la degeneracion dopaminérgica
nigroestriatal de alguna manera desregula la actividad del canal Kv1.3, lo que
provoca una respuesta alterada frente a la activacidon talamica y su consecuente
pérdida de la respuesta de pausa (o disminuciéon de la AHP) frente a un evento

prominente.

Resta aclarar los mecanismos ultimos por los que la pérdida de neuronas DA lleva a
una disminucion de la corriente Kv1.3. La disminucion de la corriente MgTx-sensible

podria deberse a una reduccion de la expresion de los canales que contienen la
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subunidad Kv1.3, o a alteraciones de sus mecanismos regulatorios. Mediante la
cuantificacion de la inmunofluorescencia no encontramos diferencias en su
expresion, por lo que pensamos que habria alguna perturbacién de los elementos
regulatorios del canal. Sin embargo resta realizar un estudio morfolégico mas
detallado para establecer si el canal se trafica correctamente a la membrana de las
ICE.

Debido a que Ding y colaboradores (2006) demostraron que las ICE sufrian cambios
en la regulacion de la liberacion de ACh mediado por alteraciones en el
funcionamiento del autoreceptor M4 y un aumento de la proteina regulatoria RGS4,
nos preguntamos si este mecanismo podria estar alterando la funcionalidad del
canal. Sin embargo, cuando registramos ICE de ratones control incluyendo RGS4
en la solucién intracelular, éstas no dejaron de acomodar, y tampoco comenzaron a
acomodar las ICE de ratones parkinsonianos registradas con el inhibidor de RGS4
en la solucion intracelular. Por lo tanto, demostramos que los cambios en la
expresion de esta proteina en las ICE no influyen sobre la funcion de la subunidad
Kv1.3.

Se sabe que las corrientes que pasan por los canales con subunidad Kv1.3 son
reguladas por fosforilacion de residuos serina/treonina (Kupper y col., 1995) y
tirosina (Fadool y col., 1997), por co-expresion de la subunidad regulatoria KCNE4
(Grunnet y col., 2003) y distintas subunidades auxiliares (McCormack y col., 1999),
por ubiquitinacion (Henke y col., 2004), y por interacciones con proteinas de
andamiaje (Doczi y col.,, 2011). Se requieren mas estudios para determinar si
alteraciones en la fosforilacion del canal o cambios en sus mecanismos reguladores
provocan el fenotipo hiperexcitable que observamos en ICE de ratones

parkinsonianos.

En resumen, en animales parkinsonianos la localizacién subcelular o funcionalidad
de este canal se encuentra alterada, provocando una disminucion de la IsAHP,
hiperexcitabilidad y una respuesta exagerada a inputs excitatorios (Figura d.3B).
Estos resultados nos permiten proponer a las subunidades Kv1.3 o a sus
mecanismos regulatorios como potenciales nuevos blancos para la terapia

antiparkinsoniana, ya que los tratamientos anticolinérgicos resultan efectivos tanto
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para disminuir la sintomatologia motora como las discinesias inducidas por L-DOPA
(Lim y col., 2014; Ding y col., 2011). Conocer con mayor detalle las alteraciones que
ocurren en las ICE en la enfermedad de Parkinson permitiria el desarrollo de

farmacos mas eficientes en su tratamiento.
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Figura d.3: Esquema de los canales que regulan la excitabilidad de las ICE. La subunidad Kv1.3

estd funcional en condiciones normales (A) y no lo estd en la enfermedad de Parkinson (B).
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