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RESUMEN
Los nucleos intralaminares del tAlamo parafascicular (Pf) y central lateral (CL) en el roedor, son
parte de las aferentes sensoriales mas importantes a los ganglios basales; Las neuronas que
integran ambos nucleos son de tipo glutamatérgico y reciben aferencias externas GABAérgicas y
colinérgicas. Existen pocos trabajos sobre las propiedades electrofisiolégicas y morfologicas de las
neuronas de los nucleos Pf y CL, algunos resultados son contradictorios y se desconoce si las
neuronas de estos nucleos se comunican sindpticamente entre si. En el presente estudio
realizamos registros electrofisiolégicos in vitro en configuracion de célula entera, en neuronas
identificadas de la via tdlamo-estriatal, mediante trazados anterdgrado y retrogrado en ratones
silvestres y de la cepa transgénica VGIlut2-Cre. El andlisis de los potenciales de accion permitio
determinar dos grupos de neuronas de acuerdo a los componentes que integran el postpotencial
hiperpolarizante (PPH). Las neuronas que poseen un solo componente tienen un postpotencial
hiperpolarizante rapido (PPH R) y de corta duracién; en las que tienen dos componentes (PPH
R+L) la duracion es significativamente mayor. La frecuencia de disparo inicial es significativamente
mayor en las neuronas con dos componentes en el PPH, ademas estas neuronas presentan una
evidente adaptacién respecto a las neuronas cuyo PPH es solo rapido. Durante los registros
electrofisiol6gicos las neuronas se marcaron intracelularmente con biocitina para determinar la
morfologia del arbol dendritico. La morfologia de las neuronas registradas coincide con la descrita
previamente para los nucleos intralaminares del tAlamo: tipo arbusto y tipo difusa. La mayoria de
las neuronas del nucleo intralaminar CL tienen un solo componente en el PPH, tienen menor
resistencia y su morfologia es tipo arbusto. En el nucleo Pf se encuentran los dos tipos de
neuronas mezcladas con uno o dos PPH, y ambas morfologias. El 85% de las neuronas
registradas a potenciales de mantenimiento hiperpolarizados presentaron potenciales de accién en
forma de rafaga debido a la activacién de canales para calcio tipo T (Ca,3.1) que se abate con el
antagonista TTA-P2 y el 100% presento disparo ténico a potenciales de mantenimiento
despolarizados. Las neuronas de los ndcleos Pf y CL talamo-estriatales, respondieron
sindpticamente en respuesta a estimulacion eléctrica de campo en el nicleo contrario al de
registro. La respuesta sinaptica registrada en ambas neuronas mostr6 un pequefio componente
GABAérgico (GABA, sensible a gabacina) proveniente de aferentes extrinsecas a los nucleos
intralaminares registrados. Adicionalmente, las respuestas sinapticas mostraron un componente
glutamatérgico (NMDA y AMPA) y la participacion de una corriente intrinseca por activacion de
canales de calcio tipo T (Ca,3.1). Los componentes de las respuestas no fueron significativamente
distintos en las neuronas del Pf Y CL. Asi mismo, las respuestas sindpticas registradas en las
neuronas de ambos nucleos intralaminares, obtenidas mediante estimulo eléctrico u optogenético
en el nucleo contrario al de registro, fueron semejantes. Los resultados obtenidos muestran por
primera vez, una comunicacion sinaptica entre ambos nucleos intralaminares de la via tdlamo-

estriatal con implicaciones importantes para la integracion funcional de esta via.
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CAPITULO I. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 TALAMO

El cerebro estad anatomica y funcionalmente regionalizado para su estudio y comprensién; entre las
especies existen diferencias sutiles y a la vez homologias que permiten hasta cierto grado
extrapolar los hallazgos logrados en alguna de estas regiones. Gran parte de la investigacion en
neurociencias se realiza en roedores, como es el caso de este trabajo en el que estudiamos las
neuronas que forman parte de una subregion del talamo.

El talamo es una estructura cerebral vital que se localiza debajo de la corteza, es un complejo
nuclear localizado en el diencéfalo (Herrero et al., 2002; figura 1). Desde el punto de vista de la
biologia evolutiva, el talamo es una de las estructuras cerebrales mas antiguas; tiene importantes
funciones, tales como el procesamiento sensorial y motor, atencién, memoria, emocion y habla.
Varios nucleos talamicos con redes nerviosas extensas envian sefiales a otras regiones cerebrales
incluida la corteza (Engelborghs et al., 1998; Ide et al., 2015); por lo tanto, se entiende como un
centro de relevo tanto para mecanismos sensoriales como motores (Herrero et al., 2002). Ademas,
juega un rol importante en la atencién selectiva de informacion visual y auditiva, que es un proceso

consiente y también subconsciente (Tokoro et al., 2015).
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Figura 1. Localizacién anatomica del talamo en primates y roedores.



1.2 NUCLEOS INTRALAMINARES DEL TALAMO

Los ndcleos intralaminares talamicos son un conjunto de subregiones dentro del talamo que, en
roedores comprenden los siguientes: central medial, paracentral, central lateral (CL), parafascicular
(Pf) y centro mediano (Groenewegen y Berendse, 1994; Van der Werf et al., 2002). El ndcleo Pf se
localiza en el cerebro de raton caudalmente mientras que el nacleo CL se halla méas rostralmente
(Van der Werf et al., 2002). En primates el complejo centro-medial-parafascicular (CM/Pf) es la
estructura homoéloga al nucleo Pf de los roedores (Jones, 1985; Groenewegen y Berendse, 1994;

figura 2).

Primate

Roedor

CORTEZA

Figura 2. Diagrama coronal de la
localizacion anatémica de los
nucleos intralaminares en
primates y roedores. CL, central
lateral; MD, medial dorsal; CM,
corte coronal central medial; PF, parafascicular;
VPM, ventral posterior medial y fr,
fasciculo retroflexus.

1.2.1 FUNCION DE LOS NUCLEOS Pf Y CL

Los nucleos intralaminares proporcionan informacién sobre eventos sensoriales relevantes que
procesan de las aferencias que reciben tanto del tallo cerebral y la regién pontina como de otros
ndcleos subcorticales (Paré et al., 1988; Van der Werf et al., 2002; Kobayashi y Nakamura, 2003;
Giber et al., 2015) al nucleo estriado, asi como a sus blancos corticales (Saalmann, 2014). La via
talamo-estriatal esta involucrada en atencion y posiblemente como una estrategia de cambio motor
(Smeal et al., 2008) porque el proceso de aprendizaje contribuye a la apropiada seleccién y al

cambio flexible del comportamiento mediado a través del nucleo estriado, una importante estructura



del circuito de los ganglios basales que, en su mayoria recibe aferencias provenientes de los
ndcleos intralaminares del talamo, incluidos los ndcleos CL y Pf en roedores y el complejo CM/Pf
en primates (Graybiel et al.,, 1994; Matsumoto et al., 2001; Smith et al., 2011). Los nlcleos
intralaminares, a través de sus conexiones con los coliculos superiores y los ganglios basales,
proporcionan al estriado acceso a estimulos salientes importantes en el aprendizaje; ademas, las
ventajas fisiolégicas, como la transmision rapida de informacién visual y la respuesta conductual
adecuada, de este circuito subcortical sobre el circuito cortical a los ganglios basales explican como
un evento sensorial impredecible puede rapidamente comandar el control atencional y motor que
permite la supervivencia del individuo (Fisher y Reynolds, 2014). Utilizando técnicas moleculares
para la eliminacion selectiva de las neuronas talamo-estriatales del CL y estimulacién optogenética
se ha demostrado que las neuronas del nucleo CL son esenciales para el desempefio en el
aprendizaje estimulo-respuesta y para la flexibilidad conductual, incluyendo el recambio atencional
y aprendizaje reverso de las respuestas aprendidas (Kato et al., 2018). Ademas, tanto el talamo
como la corteza envian informacion auditiva al estriado y ambas regiones llevan la informacion de
la frecuencia sonora con similar fidelidad, sin embargo, el talamo provee informacién
complementaria acerca del tiempo preciso del evento acustico (Ponvert y Jaramillo, 2019), por ello,
se ha hipotetizado que los nucleos intralaminares del tdlamo juegan un rol importante en la
activacion cortical y se ha especulado como un importante substrato celular de la conciencia (Llinas

et al., 1998), y la regulacion de la conducta de alertamiento (Schiff, 2008).

1.2.2 AFERENTES A LOS NUCLEOS Pf Y CL

Los nucleos intralaminares del talamo, Pf y CL reciben informacién de las neuronas colinérgicas y
no colinérgicas del tallo cerebral porque la organizacibn del comportamiento requiere la
coordinacion rapida de la actividad de este y el cerebro anterior, es decir, probablemente sirven
como un centro de mando en este circuito (Paré et al., 1988; Giber et al., 2015). Las neuronas de
proyeccion del nucleo reticular mesencefalico también llevan informacion al ndcleo Pf (Krout et al.,
2002); ademas, las fibras provenientes de la formacion reticular pontina co-liberan glicina y acido
gamma aminobutirico (GABA) en los nicleos intralaminares del talamo. La activacion optogenética
en los nucleos intralaminares de axones provenientes de la formacién reticular pontina usando
ratones experimentales en libre movimiento condujo a la detencion del comportamiento y la
interrupcion transitoria de la actividad cortical que revela un sistema ascendente evolutivamente
conservado que controla la actividad del cerebro anterior a través de una rapida y potente inhibicién
singptica de los ndcleos intralaminares (Giber et al., 2015). Un sistema aferente con caracteristicas

morfolégicas comparables fue encontrado también en humanos (Kinney et al., 1994; Giber et al.,



2015). El ndcleo reticular taldmico (RT) e incluso nucleos de salida de los ganglios basales, tales
como la sustancia nigra part reticulata (SNr) y el globo péalido (GP) proyectan contactos sinapticos

GABAEérgicos hacia las neuronas del nacleo Pf (Tsumori et al., 2002).

1.2.3 GANGLIOS BASALES Y NUCLEOS INTRALAMINARES PF Y CL

Los ganglios basales son un conjunto de regiones cerebrales localizadas debajo de la corteza
cerebral y cuya funcién es establecer los circuitos neuronales adecuados para los correctos
movimientos, por ello estan implicados en enfermedades neurodegenerativas, tales como la
enfermedad de Parkinson, en la que se sabe esta implicada la via talamo-estriatal (Hornykiewicz y
Kish, 1987) dado que la pérdida de dopamina causa cambios significativos en la actividad de los
nucleos intralaminares ademas de las neuronas de los ganglios basales (Rodriguez-Sabate et al.,
2014; Zhang et al., 2019). Para que los movimientos sean correctos el nacleo estriado, la region
mas grande de los ganglios basales recibe informacion de la corteza; aferentes identificadas por la
expresion selectiva del transportador vesicular de glutamato tipo 1 (VGIUT1), y el tdlamo que
expresan el transportador vesicular de glutamato tipo 2 (VGIuT2; Doig et al., 2010; Nelson y
Kreitzer, 2014). Sin embargo, el nlicleo Pf también se comunica con el nlcleo subtalamico (STN);
la estimulacién optogenética bilateral de la via Pf-STN en roedores parkinsonianos provoca el inicio
de movimiento y genera locomocidn, en contraste con la estimulacion de la via Pf-estriado que no
tiene efecto, ello implica que independiente al estriado, el Pf puede influenciar a los ndcleos de
salida de los ganglios basales ademas de las regiones locomotoras del tallo cerebral a través del
STN (Watson et al., 2021), mientras que las proyecciones talamo estriatales influyen en funciones
de alto orden, tales como la atencion, la secuencia de acciones y el cambio conductual (Kato et al.,
2018).

1.2.4 NEURONAS DE LOS NUCLEOS Pf Y CL

Las neuronas de los nucleos intralaminares del tAlamo han sido estudiadas en roedores, gatos y
primates. De acuerdo al neurotransmisor que liberan; los nucleos Pf y CL del tdlamo estan
conformados por neuronas excitatorias glutamatérgicas que inervan tanto a los ganglios basales
como a la corteza (Sugimoto y Hattori, 1983; Marini et al., 1996; Mendelbaum et al., 2019). Dentro
de los nucleos intralaminares no hay interneuronas que expresen el neurotransmisor GABA en
roedores. Sin embargo, en los cerebros de gatos y monos se han observado cuerpos celulares
inmunoreactivos a GAD (enzima para la sintesis de GABA) o GABA en los nucleos: CL, central
medial (CeM), centro mediano (CM) y Pf (Bentivoglio et al., 1991).



Se sabe mediante registros extracelulares que las neuronas del nicleo CL tienden a disparar en
forma de rafaga; sin embargo, las neuronas del nacleo Pf raramente presentan el intenso disparo
en rafaga tipico de las neuronas del nucleo CL, figura 3A. La morfologia del arbol dendritico en las
neuronas del nucleo CL es una profusa ramificacion radial al soma, conformando la compacta
apariencia de arbusto clasicamente atribuida a las neuronas talamicas de relevo (Jones, 1985). En
contraste, las dendritas en las neuronas del nucleo Pf son mas largas y poco ramificadas pero con
una distribuciéon espacial mayor respecto al soma, es decir, sus dendritas se extienden en mayor
volumen (figura 3B; Lacey et al., 2007).
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Figura 3. Disparo y morfologia de neuronas en los nucleos parafascicular (Pf) y central
lateral (CL).

Proporcion de neuronas con disparo en forma de rafaga y que no tuvieron disparo en forma de
rafaga (N.B) (A).Fotomicrografia de una neurona del ntcleo CL y una neurona del nucleo Pf que
fueron marcadas yuxtacelularmente con neurobiotina en el mismo animal (B).

fr, Fascicularis retroflexus .Tomada y modificada de Lacey et al., 2007.

Sin embargo, Beatty y colaboradores en 2009 estudiaron las caracteristicas de las neuronas del
segmento lateral del nucleo parafascicular (IPf) y registraron dos subtipos morfoldgicos: difuso y
arbusto (figura 4A). Las neuronas difusas fueron el subtipo mas comudn en el Pf y se caracterizan
por tener pocas dendritas principales y un arbol dendritico poco ramificado. Las neuronas tipo
arbusto tienen bastantes dendritas principales de manera radial. En cuanto a las propiedades
electrofisiologicas, el potencial de membrana en reposo para las neuronas difusas es -62 £+ 7 mV'y
para las neuronas tipo arbusto es hiperpolarizado (-73 £ 7 mV); ademas, la resistencia de entrada
gue obtuvieron fue significativamente menor en las neuronas tipo arbusto (492 + 234 MQ) respecto
a la registrada en las neuronas tipo difuso (1003 + 529 MQ). Estas neuronas presentan dos formas

de disparo que depende del potencial de la membrana: para evocar una descarga en forma de



rafaga, el potencial de membrana debe ser hiperpolarizado (~-90 mV) y un pulso de corriente
despolarizante produce una descarga de potenciales de accién a alta frecuencia; ahora bien, en
potenciales de membrana despolarizados el mismo paso de corriente produce una descarga de
potenciales de accion de manera tonica. Ademas, encontraron que la mayoria de las neuronas de
tipo difuso no presenta disparo en rafaga en contraste con las neuronas tipo arbusto (Beatty et al.,
2009; figura 4B).

A Arbusto Difusa

Figura 4. Distintos potenciales de accion caracteristicos de los subtipos neuronales del IPf.
Fotomicrografia de neuronas marcadas intracelularmente con biocitina, neurona tipo arbusto y
difusa, izquierda y derecha respectivamente (A). Trazos de potenciales de accion voltaje
dependientes en ambos tipos morfologicos. A potencial de membrana despolarizado, un pulso de
corriente despolarizante evoca potenciales de accion de manera ténica (trazos superiores). En
potencial de membrana relativamente hiperpolarizado el mismo pulso de corriente evoca
potenciales de accion en forma de rafaga en neuronas tipo arbusto (trazo inferior izquierdo) pero
no en neuronas tipo difuso (trazo inferior derecho) (B).

Calibracion en A, 200 um. Tomada y modificada de Beatty et al., 2009.

Los posibles cambios debidos a la maduracion neuronal postnatal en el nucleo Pf fueron
estudiados en ratas Sprague-Dawley en rango de edad de 12-50 dias postnatales. Clasificaron las

neuronas respecto a la forma del postpotencial hiperpolarizante (PPH) de los potenciales de accién



generados espontaneamente o evocados en: tipo | con PPH lento y tipo Il que exhibieron PPH
rapido. La amplitud del PPH no fue significativamente distinta entre los dos tipos neuronales (14.4 +
0.8 mVy 13.1 + 0.7 mV, respectivamente). El umbral de disparo que registraron en las neuronas
del nucleo Pf en general fue -42.7 + 0.6 mV. La amplitud de los potenciales de accién fue 47.3 £0.9
mV, mientras que la duracién a la amplitud media fue 0.93 £ 0.04 ms. 19% de las neuronas que
registraron exhibieron potenciales lentos de bajo umbral (LTS, low-threshold-spiking) como
respuesta de rebote y las neuronas tipo | tuvieron menor frecuencia de disparo respecto a las
neuronas tipo Il (Phelan et al., 2005).

1.2.5 CONEXIONES DE LOS NUCLEOS Pf Y CL EN EL ESTRIADO

La principal aferencia talamica al nucleo estriado se origina en los nucleos intralaminares (Macchi
et al. 1984; Gimenez-Amaya et al., 1995), en roedores, son el nicleo Pf localizado caudalmente y
el nacleo CL que estéa rostral (Berendse y Groenewegen, 1990; Castle et al. 2005; Smith et al.
2009). Las neuronas de proyeccion del tdlamo proveen de informacién sensorial importante a las
neuronas espinosas medianas (Ichinohe et al., 2001; Raju et al., 2006; Zheng et al., 2021) del
estriado y a las interneuronas colinérgicas (ChINs), las interneuronas de disparo rapido (FSls, fast-
spiking) y las interneuronas con LTS (Rudkin y Sadikot, 1999; Matsumoto et al., 2001; Smith et al.,
2004; Arias-Garcia et al., 2018; Villalba et al., 2019; Johansson y Silberberg, 2020).

Usando los ratones transgénicos BAC, que expresan la proteina reportera fluorescente verde
(EGFP) en las neuronas con receptores dopaminérgicos D1 o D2, correspondientes a la via de
sefalizacion directa e indirecta de los ganglios basales, respectivamente; e inmunomarcando el
transportador vesicular de glutamato (VGIUT) se dilucido que las neuronas espinosas medianas
tanto de la via directa como de la via indirecta reciben entradas sinapticas convergentes de
terminales presinapticas VGIuT1 y VGIuT2 (Doig et al., 2010; Huerta-Ocampo et al., 2014; Arias-
Garcia et al.,, 2018), originando respuestas postsinapticas similares, tanto en las neuronas

espinosas medianas como en las interneuronas estriatales (Arias-Garcia et al., 2018).

1.2.6 COMUNICACION INTRATALAMICA DE LOS NUCLEOS Pf Y CL

Las neuronas de proyeccion de los dos nucleos intralaminares de interés se comunican con otras
regiones cerebrales recibiendo y enviando informacion. Sin embargo, Mendelbaum y colaboradores

encontraron que las subregiones en las que dividieron al ndcleo Pf (medial, central y lateral) no



estan localmente interconectadas e inervan diferencialmente al estriado, lo que demuestra que en
ratones, el nucleo Pf esta formado por neuronas heterogéneas que estan organizadas en circuitos
independientes (Mendelbaum et al., 2019). Ademas, los axones de las neuronas de ambos nucleos

no emiten colaterales locales dentro de los nucleos vecinos (Lacey et al., 2007).

Es importante esclarecer la posible comunicacion sinaptica entre las neuronas que conforman
estos nucleos taldmicos debido a que ambos reciben, procesan y a su vez envian informacion
importante y necesaria a otras regiones del cerebro para el correcto comportamiento de los
organismos.



CAPITULO IL.

2.1 PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1.- ¢Existen diferencias en las propiedades electrofisioldgicas y morfologicas de las neuronas que

conforman los nudcleos intralaminares del talamo Pfy CL?

2.- ¢ Existe comunicacién sinaptica intrataldmica entre las neuronas del nucleo Pfy el nucleo CL?

2.2 OBJETIVO GENERAL

Estudiar si existen diferencias en las propiedades electrofisiolégicas y/o morfolégicas de las
neuronas que conforman los nudcleos intralaminares del tAlamo Pf y CL en ratones adultos. Asi
como, conocer si existe comunicacién sinaptica entre estas neuronas que conforman estos ndcleos

talamicos.

2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

Pregunta 1

o ldentificar mediante trazado anterdgrado y retrogrado, las neuronas intralaminares

talamo-estriatales, utilizando ratones de la cepa transgénica VGIuT2-Cre y silvestres.

o Determinar la morfologia neuronal usando marcado intracelular con biocitina durante el

registro electrofisiologico.

o Mediante registros electrofisiolégicos en la modalidad de fijacion de corriente analizar la
trayectoria del potencial de accion durante el disparo a potenciales despolarizados de las

neuronas del nacleo Pfy del ndcleo CL.

o Clasificar las neuronas de acuerdo a la trayectoria de voltaje del post potencial

hiperpolarizante (PPH) y sus componentes presentes.
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o Determinar la frecuencia y adaptacion de disparo ante pulsos despolarizantes de
corriente.

o Medir la resistencia de membrana mediante curvas 1I/V, en dos potenciales de
mantenimiento distintos.

o Estudiar los patrones de disparo generados a diferentes potenciales de mantenimiento
(~-80 mV y a ~-60 mV).

o Estudiar la participacion de corrientes de calcio tipo T (Ca,3) en el disparo en réfagas de
potenciales de accién.

Pregunta 2

o Registrar las respuestas sinapticas en neuronas del nicleo Pf y el nacleo CL mediante
estimulacion eléctrica de campo en rebanadas horizontales de cerebro de raton.

o Disecar los componentes inhibitorio (GABAérgico) y excitatorio (glutamatérgico)
presentes en la respuesta sinaptica utilizando antagonistas especificos.

o Estudiar la participaciébn de la corriente de calcio tipo T (Ca,<3) en las respuestas
sinapticas registradas.

o Analizar si existen diferencias en los parametros de los potenciales sinapticos (amplitud,
duracion, etc.) en las neuronas de ambos nucleos intralaminares.

o Comprobar la especificidad de las respuestas sinapticas estimulando optogenéticamente
ratones de la cepa transgénica VGIuT2-Cre transfectados con el canal ChR2 y la
proteina reportera eYFP en el nicleo CL y obtener registros de la respuesta sinaptica en
neuronas del nacleo Pf.

o Comparar los componentes de las respuestas singpticas obtenidas mediante
estimulacion eléctrica de campo vs. las obtenidas con estimulacion optogenética en el
nucleo contrario al de registro.

o Demostrar mediante marcados retrogrados las fibras provenientes del ndcleo central

lateral en animales transfectados.
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2.4 IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

EL TALAMO Y LA CORTEZA SON LAS DOS ENTRADAS GLUTAMATERGICAS AL ESTRIADO
QUE ACTIVAN LOS PROGRAMAS MOTORES DE LOS GANGLIOS BASALES. LA VIA
CORTICO-ESTRIATAL HA SIDO EXTENSAMENTE ESTUDIADA A DIFERENCIA DE LA VIA
TALAMO-ESTRIATAL DE LA CUAL SE DESCONOCE SU FUNCIONAMIENTO A NIVEL
CELULAR Y SU IMPACTO SOBRE EL MICROCIRCUITO DEL ESTRIADO ASi COMO, SU

PARTICIPACION FISIOPATOLOGICA.
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CAPITULO lIl. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

3.1 PREPARACION BIOLOGICA

En el presente proyecto de investigacion se utiliz6 como modelo experimental roedores de la
especie Mus musculus por las caracteristicas morfologicas y fisiolégicas homologas a la especie
Homo sapiens; ademas de las ventajas de reproduccion y mantenimiento en bioterio, asi como su
rapido desarrollo.

Todos los ratones empleados se cuidaron y mantuvieron bajo lo establecido en la Guia del Instituto
Nacional de la Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (siglas en inglés NIH,
2010) y lo establecido en la NOM-062-Z0O0-1999 del cuidado y uso de Animales de Laboratorio en
México y el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio UNAM (CICUAL
EGP-41-14).

Se emplearon aproximadamente 250 ratones entre machos y hembras en edad adulta (30-45 dias
postnatal); de los cuales el 60% fueron de la cepa transgénica VGIUT2-Cre (KSlcl17a6tm2 (Cre)
Lowl/J; Bradford B. Lowell, Beth Israel Deaconess Med Cntr (Harvard)) y el 40% de la cepa
silvestre C57BL/6J. Fueron mantenidos en condiciones de 12 hrs luz/12 hrs oscuridad en
habitaciones con temperatura y humedad controlada y teniendo alimento y agua ad libitum; se

colocaron méximo 4 ratones por caja.

3.2 REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

Se realizaron registros de la actividad electrofisioldgica con la técnica Patch Clamp en la modalidad
de célula entera (Neher y Sakmann, 1992) de las neuronas que componen los nucleos Pfy CL del
talamo; para lo cual, se obtuvieron rebanadas de cerebro de los roedores arriba mencionados de
250-300 um de espesor; en algunos experimentos se usaron rebanadas sagitales, sin embargo, el
90% se realizaron en rebanadas horizontales sin angulo (figura 5).

Los ratones fueron anestesiados con la mezcla ketamina/xilacina (85 mg / 15 mg) inyectada
intraperitonealmente, pasados de 2 a 3 minutos y verificando que no hubiera sensacién en las
extremidades; se abrid la caja toracica para tener acceso al corazon y se hizo perfusion
intracardiaca con una solucién rica en sacarosa (en mM) y a 4°C: 225 sucrosa, 2.5 KCI, 7 MgCl,,
0.5 CaCl,, 28 NaHCOg, 7 glucosa, 1 4cido ascoérbico, and 3 piruvato (pH 7.4 con NaOH); y saturada

con 95% O, y 5% CO, con el objetivo de preservar la viabilidad celular y obtener un cerebro libre de
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células heméticas que interfirieran en la visualizacién de los somas neuronales en el microscopio
durante el registro electrofisioldgico.

Las rebanadas se obtuvieron con ayuda de un vibratomo (Pelco, Ted Pella, Redding, CA, USA) y
se mantuvieron durante todos los protocolos de registro en una solucién semejante al liquido
cefalorraquideo en constante recambio (en mM): 125 NaCl, 2.5 KCI, 1.3 MgCl,, 2.0 CaCl,, 25
NaHCO;, 1.2 NaH2PO,, 10 glucosa, 0.2 acido ascorbico, y 0.2 thiourea (pH 7.4), saturada con 95%
0,y 5% CO,, 300 mOsmol/L; antes del registro se dejaron en esta solucion salina durante 1 h para
su equilibrio. Se usaron micropipetas de borosilicato con una resistencia de entre 3-6 MQ en la
punta; fueron llenadas con una solucion semejante al citoplasma neuronal (en mM): 120 KMeSO,,
2 MgCl,, 10 HEPES, 10 EGTA, 1 CaCl,, 0.2 Na,ATP, 0.2 NazGTP y 1% de biocitina (para marcado
intracelular), 290 mOsmol/L.

Los registros fueron obtenidos en la modalidad fijacién de corriente y algunos en fijacion de voltaje
para comprobar los andlisis de las curvar I/V. Se registraron trazos de los potenciales de accién
generados por estimulos somaticos despolarizantes e hiperpolarizantes de 1000 ms de duracién en
potencial de membrana hiperpolarizado a -75 mV y despolarizado a -55 mV.

Para obtener la respuesta sinapticas evocada se colocé un electrodo bipolar concéntrico de 25 o 50
pm de diametro en la punta en el ndcleo intralaminar de interés opuesto al de registro (CL-Pf). La
estimulacion de campo consisti6 en un solo pulso cuadrado de 0.1 ms e incrementando la
intensidad a 20 Hz. La respuesta sinaptica evocada optogenéticamente se obtuvo mediante pulsos
de luz azul (473 nm) de 0.1 ms con un laser (CrystaLaser CL473-50-S0O) posicionado en el nlcleo
intralaminar opuesto al de registro (CL-Pf) en rebanadas de cerebro de ratones VGIuT2-Cre
previamente transfectados con ChR2-eYFP. En algunos experimentos la estimulacién se hizo con
una ldmpara de xenon pasando el haz a través de un filtro para luz azul (470 + 20 nm). La

respuesta se registré a -75 mV de mantenimiento en neuronas de ambos nucleos intralaminares.

3.3 CIRUGIA ESTEREOTAXICA

En ratones de la cepa transgénica VGIuT2-Cre y de la cepa silvestre C57BL/6J se realizaron
cirugias cerebrales para el trazado retrégrado y anterégrado de la via talamo-estriatal, asi como del
canal de rodopsina Il (ChR2) para obtener respuestas sinapticas evocadas optogenéticamente. Se
utilizaron ratones de 21 dias postnatales; fueron anestesiados con isoflurano, colocados en un
estereotaxico para raton y la superficie del craneo fue expuesta con ayuda de un escalpelo. Para el

trazado anterégrado de la via talamo-estriatal se inyectaron 50 nl de AVV1.EFl1a.DIO.eYFP (Karl
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Deisseroth, UNC), usando un nanoinyector (Drummond Scientific Company, USA) a una velocidad
de 4.6 nl/5 s en el nucleo Pf (coordenadas respecto a bregma: anteroposterior, -2.2 mm;
mediolateral, -0.7 mm; dorsoventral, -3.3 mm; angulo 90°) o en el nlcleo CL (coordenadas respecto
a bregma: anteroposterior, -1.5 mm; mediolateral, -0.8 mm; dorsoventral, -3.0 mm; angulo 90°). En
el trazado retrogrado se inyectaron 2 pl de AAV pCAG-FLEX-tdTomato-WPRE.bGH (tdTomato) a
9.2 nl/5 s en el estriado dorsomedial (coordenadas respecto a bregma: anteroposterior, +0.5 mm,;
mediolateral, +1.5 mm; dorsoventral, -3.2 mm; angulo 90°). En ratones VGIuT2-Cre se transfectd
AAV1.EF1a.DIO.hChR2 (H134R)-eYFP.WPRE.hGH (EF1a.DIOChR2-eYFP; Karl Deisseroth, UNC)
en el nacleo Pf (coordenadas respecto a bregma: anteroposterior, -2.2 mm; mediolateral, -0.7 mm;
dorsoventral, -3.3 mm; angulo 90°) o en el ndcleo CL (coordenadas respecto a bregma:
anteroposterior, -1.5 mm; mediolateral, -0.8 mm; dorsoventral, -3.0 mm; angulo 90°) a 4.6 nl/5 s.
Para disminuir el error y evitar la pérdida en otras regiones cerebrales la pipeta de inyeccion fue
puesta cuidadosamente en el sitio de interés y posterior a la inyeccion esperamos 10 minutos en el
sitio antes de levantar la pipeta aproximadamente 200 um y esperamos 3 minutos mas para
finalmente retirar lentamente la pipeta. Para evitar dafio ocular se colocé solucién salina o vaselina
en los ojos; ademas, la temperatura corporal fue mantenida durante y posterior a la cirugia.
Después de la cirugia los ratones fueron mantenidos en una cabina de bioseguridad para su

recuperacion. Los experimentos fueron realizados entre 20-25 dias después de la transfeccion.

3.4 FARMACOLOGIA

Para demostrar la participacion de algunas corrientes tanto en la generacion de potenciales de
accion ante estimulacién somatica como en la estimulaciéon dendritica para obtener respuestas
sinapticas evocadas se utilizaron los siguientes farmacos (Tocris Biosciences, Minneapolis, MN,
USA) poniéndolos en el bafio durante los registros electrofisiol6gicos: antagonistas selectivos de
canales para calcio tipo T Ca,3.1, NNC 55-0396 diclorhidrato (10 uM) y TTA-P2 (Alomone Labs,
Israel; 1 uM), el antagonista de canales para potasio, 4-aminopiridina (Sigma-Aldrich, USA; 30-120
MM, 4-AP); el antagonista GABAérgico SR 95531 hidrobromuro (gabacina, 10 uM) para quitar el
posible componente inhibitorio en la respuesta sinaptica evocada; y los antagonistas ionotropicos
glutamatérgicos: APV (500 pM) y CNQX (10 uM) que bloquean los receptores NMDA (N-metil-D-

aspartato) y AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionato), respectivamente.
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3.5 MICROSCOPIA CONFOCAL

Se obtuvieron y analizaron microfotografias de los trazados de la via talamo-estriatal, asi como de
las neuronas marcadas intracelularmente con biocitina adquiridas con un microscopio confocal de
excitacion doble foton Zeiss LSM710 (Zeiss, Germany). Posterior al registro electrofisiologico, las
rebanadas fueron fijadas durante la noche en paraformaldehido al 4% y acido picrico saturado al
1% en amortiguador de fosfato 0.1 M (PBS; Ph 7.4) a 4°C. Después de lavar las rebanadas fueron
embebidas en agar al 6% para reseccionarlas a 50 um con ayuda de un microvibratomo. Las
neuronas marcadas con biocitina fueron visualizadas después de incubarlas en streptavidina
conjugada con Cy3 o Cy5 (1:200, Invitrogen) en PBS conteniendo 0.3% Tritdbn X-100 durante la
noche a 4°C. Las rebanadas fueron montadas en medio de montaje para flourescencia Vectashield
(Vector Laboratories). Las imagenes se adquirieron en una resolucion de 1024 x 1024 pixeles y

exportadas en archivos formato .TIFF.

3.6 METODOS DE ANALISIS

Los registros electrofisiol6gicos fueron adquiridos y guardados en una PC mediante el programa
IM-PATCH® (http://impatch.ifc.unam.mx/). Los datos fueron exportados para su andlisis vy
representacion grafica en los programas comerciales: Origin7 (Microcal, Northampon, MA); MatLab
(Natick, MA); GraphPad Prism 5 (San Jose CA) y Systat 11 (San Jose, CA). Los valores
estadisticos son presentados como el promedio * s.e.m; las muestras independientes fueron

evaluadas con la prueba no paramétrica U Mann-Whitney.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1 TRAZADO DE LA VIA TALAMO-ESTRIATAL

Para asegurar que los registros electrofisioldgicos correspondieron a neuronas de los nucleos
intralaminares del tdlamo que proyectan al nucleo estriado se hizo trazado anterogrado vy
retrogrado de la via talamo-estriatal (ver Capitulo 3, cirugia estereotéxica). Se obtuvieron
microfotografias en forma de mapa y acercamientos de ambos trazados. Después del trazado
anterogrado se visualizd la expresién de la proteina reportera fluorescente eYFP y pudimos
observar neuronas marcadas dentro de los ndcleos intralaminares, asi como fibras positivas a
eYFP en el estriado (figura 5A). El trazado retrogrado se realiz6 con la expresién de tdTomato
inyectado en el estriado dorsal que permitié identificar neuronas marcadas en los nicleos Pfy CL
después del transporte retrégrado del virus (figura 5B, derecha). Ademas, en algunos experimentos
identificamos las neuronas de la via talamo-estriatal mediante doble marcado inyectando

intracelularmente biocitina durante el registro electrofisiologico (figura 5B, derecha arriba).
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Fibras eYFP*
Neurona eYFP* en Pf en estriado

Neurona en Pf
doblemente marcada
(tdTomato y biocitina)

Figura 5. Trazado de la via talamo-estriatal.

Esquema en rebanada horizontal del procedimiento para el trazado anterdgrado de la via talamo-
estriatal (izquierda). Neurona eYFP" localizada en el nucleo Pf, y fibras aferentes al estriado
(derecha) (A). Esquema del trazado retrégrado de la via talamo-estriatal (izquierda). Fotografia
confocal de una rebanada horizontal (300 um) que muestra el transporte retrégrado y expresion de
tdTomato en las neuronas de los nicleos Pf y CL (derecha). Neurona tdTomato® y llenada con
biocitina durante el registro electrofisiolégico (derecha, arriba) (B).

4.2 MORFOLOGIA DE LAS NEURONAS DE LOS NUCLEOS Pf Y CL

Se marcaron intracelularmente 33 neuronas con biocitina para determinar la morfologia del &arbol

dendritico; 18 neuronas fueron registradas en el nucleo Pf y 15 en el nacleo CL. Se confirmaron
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los dos tipos de morfologias previamente reportadas en los ndcleos intralaminares (Phelan et al.,
2005; Lacey et al. 2007; Beatty et al. 2009). Es decir, neuronas de tipo difuso caracterizadas por
tener pocas ramificaciones dendriticas en forma bipolar (figura 6 B y E) y neuronas de tipo arbusto
con multiples ramificaciones dendriticas radiales al soma (figura 6 A, C y D).

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que el nicleo CL esta constituido en su
mayoria por neuronas de tipo arbusto (80%, n=12), mientras que, en el nucleo Pf se encuentran

ambas morfologias en nimero equiparable.

Figura 6. Morfologia de las neuronas de los nucleos Pfy CL.

Neuronas marcadas intracelularmente con biocitina durante el registro electrofisiolégico vy
localizadas en ambos nucleos intralaminares del tAlamo. Neuronas de morfologia dendritica difusa
(B y E) y con arbol dendritico de tipo arbusto (A, Cy D).



4.3 CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS DE LAS NEURONAS DE LOS NUCLEOS

PfY CL

4.3.1 ANALISIS DEL POTENCIAL DE ACCION

Se registro la actividad electrofisiologica de 229 neuronas talamo-estriatales, de las cuales 116 se
localizaron en el nucleo Pfy 113 en el nacleo CL. Las neuronas fueron categorizadas respecto a
sus perfiles electrofisiolégicos, que son claramente distintos en los ratones adultos utilizados en
este trabajo. La principal diferencia es la forma del postpotencial hiperpolarizante (PPH) de los
potenciales de accién obtenidos espontdneamente o evocados por estimulacion somética (ver
figura7 Ay B).

El PPH que tienen las neuronas de los nucleos Pf o CL puede ser simple, es decir, rapido (R) y de
corta duracion (registros en verde); o bien, estar constituido por dos componentes, uno rapido
seguido por un componente lento (R+L), lo que genera que su duracion sea significativamente
mayor (registros en violeta). El PPH R+L tuvo una duracién a la amplitud media de 209 + 24.8 ms y
cuya amplitud maxima fue de 10 £ 0.7 mV, estas neuronas fueron registradas tanto en el Pf (n=52)
como en el CL (n=14) en rebanadas de cerebro de distintos ratones. La duracién a la amplitud
media del PPH R fue de 67 £ 7.7 ms con una amplitud méaxima de 9.4 + 0.5 mV; estas células
fueron registradas también en ambos nucleos intralaminares (Pf=53; CL=88). El andlisis estadistico
demostrd diferencia significativa en la duracion a la amplitud media (p<0.0001; prueba U Mann-
Whitney; n PPH R+L=23; n PPH R=27; figura 7 E), sin embargo, la amplitud maxima no fue
diferente. En cuanto la morfologia, identificamos n=14 neuronas marcadas intracelularmente con
biocitina de arbol dendritico difuso y PPH R+L de las cuales n=13 se localizaban en el Pfy n=1 en
el CL; ademéas, n=19 neuronas tipo arbusto presentaron PPH R de las cuales n=8 se registraron
dentro del CL y n=11 en el Pf (figura 7 A y B). El umbral de disparo no fue significativamente
diferente: -42.7 + 1.9 mV en las neuronas con PPH R+L y -43.3 £ 1.6 mV para las neuronas con
PPH R. La amplitud de los potenciales de accion fue 47 + 2.5 mV y 57 + 2.5 mV en las neuronas
con PPH R+L y con PPH R, respectivamente; el analisis estadistico demostr6 diferencia
significativa en esta caracteristica (p = 0.02; prueba U Mann-Whitney; n PPH R+L= 23, n PPH R=
27). La duracion de los potenciales de accién a la amplitud media obtenida fue 1.82 + 0.1 ms en las
neuronas con PPH R+L y 1.77 + 0.07 ms en las neuronas con PPH R resultando no
significativamente distinta entre los dos tipos neuronales (p = 0.1; prueba U Mann-Whitney; n PPH
R+L= 23, n PPH R= 27).

Ademas de los analisis estadisticos obtuvimos la comparacion gréfica de las trayectorias de los

potenciales de accion registrados en las neuronas de ambos nucleos intralaminares de interés (Pfy

20



CL) después de categorizarlas por los valores numéricos obtenidos en la duracion del PPH (figura
7 F). El cambio del voltaje respecto al tiempo (dV/dt) en la despolarizacién del potencial de accion
de las neuronas con PPH R+L fue 93 + 6.14 mV/ms, mientras que para las neuronas con PPH R
fue 64 + 4.15 mV/ms; la dV/dt de repolarizacion fue -53.6 £ 4.12 mV/ms y -42.5£4.46 mV/ms,
respectivamente; el analisis estadistico mostré diferencia significativa en la despolarizacion (p =
0.02; prueba U Mann-Whitney; n PPH R+L= 23, n PPH R= 27) y la repolarizacion (p<0.0001;
prueba U Mann-Whitney; n PPH R+L= 23, n PPH R= 27).

A PPH R+L B PPHR C
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Figura 7. Potencial de accién y PPH en las neuronas del Pfy CL.

Disparo de una neurona de los nucleos intralaminares en potencial de membrana de -45 mV
(arriba). Trazo representativo de la forma del PPH con dos componentes, rapido y lento (abajo)
(A). Potenciales de accién de una neurona a -45 mV de los nucleos intralaminares Pfy CL con
PPH constituido solo por el componente rapido (arriba) y trazo de un potencial de accion
representativo con esta forma de PPH (abajo) (B). Sobreposicion de los potenciales de acciéon de
las dos formas de PPH (C). Gréfica del analisis estadistico comparativo de la amplitud del PPH
(D). Analisis estadistico comparativo de la duracion a la amplitud media del PPH (E). Graficas
espacio-fase, promedio de dV/dt en funcién del V de varios potenciales de accidén de neuronas con
PPH R+L (izquierda). Promedio de dV/dt en funcion del V de diferentes potenciales de accion de
neuronas con PPH R (centro). Sobreposicién del promedio de los gréaficos espacio-fase de ambos
tipos de neuronas que demuestran diferencias en la dV/dt de despolarizacion y repolarizacion
(derecha) (F).
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4.3.2 PATRONES DE DISPARO

Se obtuvieron registros del disparo neuronal en respuesta a un escalon de corriente despolarizante
en neuronas de ambos ndcleos intralaminares a diferentes potenciales de mantenimiento en la
misma neurona registrada. A potenciales de membrana despolarizados (-50 mV y -60 mV) y
potenciales hiperpolarizados (-70 mV y -80 mV). Como se muestra en la figura 8, a potenciales de
membrana de -70 mV y -80 mV, tanto las neuronas que presentan PPH R+L como las neuronas
con PPH R responden con disparos en forma de rafaga (figura 8, ultimos registros en cada
columna). Mientras que, a potenciales de membrana de -60 mV y -50 mV ambos tipos neuronales

tienen disparo de potenciales de accion en forma ténica (figura 8, primeros registros).

A PPH R+L B PPHR
/H/ N/

=50 mV -50 mV
| 20 mV | 20 mV

b

N
-70 mV—/ _\\_ -710 mV. L

I\

-60 mV

500 ms 500 ms

-80 mV -80 mV
J |_ l 50 pA J l 50 PA |_

Figura 8. Patrones de disparo de las neuronas del Pf y CL a diferentes potenciales de
mantenimiento.

Disparo de una neurona representativa de los nucleos intralaminares con PPH R+L en potencial
de membrana hiperpolarizado (-80 y -70 mV) y despolarizado (- 60 y -50 mV) (A) y de una
neurona representativa con PPH R a los mismos potenciales de membrana (B).
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La mayoria de las neuronas registradas (85%), presentaron disparo en rafaga y potenciales lentos
de bajo umbral (LTS, low threshold spike en inglés) generados por los mismos canales y que se
activan en potenciales de membrana hiperpolarizados (-75 mV) ante la estimulacion somatica con
escalones despolarizantes de corriente, y como rebote ante escalones hiperpolarizantes. Tanto en
las neuronas con PPH R+L como en las que expresaron PPH R fue abatido por el antagonista para
los canales de calcio Ca,3.1, TTA-P2 (1 uM,; figura 9). Sin embargo, n=36 neuronas con PPH R+L
no expresaron LTS o disparo en rafaga y el bloqueo de los canales de potasio con el antagonista
4-AP no revel6 su expresion posiblemente enmascarada en estas neuronas (Figura 10).

A PPH R+L B PPHR
Control
20 mV

-75 mV

+TTA-P2

-75mV

500 ms
[ . i | | 100 pA

Figura 9. Blogueo de los canales de calcio Ca,3.1.

Trazos del disparo de una neurona representativa con PPH R+L en potencial de membrana
hiperpolarizado (-75 mV) en condicion control (arriba) y afiadiendo el farmaco TTA-P2 [1 uM]
(abajo) (A). Potenciales de accién de una neurona representativa con PPH R a -75 mV generados
por estimulacion somatica, en condicién control (arriba) y bloqueando los canales para Ca,3.1
(abajo) (B).

En la figura 10 A y B se muestran los trenes de potenciales de accién en forma tdnica ante un
escalon de corriente despolarizante, registrados en neuronas con PPH R+L que no expresaron LTS
o disparo en rafaga incluso ante escalones de corriente hiperpolarizantes en potencial de
membrana de -75 mV. En C se muestra la actividad de la misma neurona en A y ante los mismos
estimulos de corriente somaticos después de poner en el bafio el antagonista de los canales de

potasio 4-AP a una concentraciéon 30 uM. En D la misma neurona que en B después de poner el
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antagonista 4-AP a una concentracion de 120 uM. El efecto del antagonista de los canales de
potasio no permitio la expresion de la corriente de calcio por los canales Ca,3.1 que genera LTS o
disparo en rafaga, registrada en otras neuronas de los nucleos intralaminares Pf y CL; sélo

modifico la duracion de los potenciales de accidén y potencio la actividad sinaptica que reciben estas

neuronas.

A Control B Control

C + 4-AP [30 puM] D +4-AP[120 pM]
500 ms
-5 mV
' 1100pA 4 !

Figura 10. Disparo en neuronas con PPH R+L sin expresién de LTS o disparo en rafaga.

Potenciales de accion de neuronas con PPH R+L que no expresaron LTS o disparo en rafaga (A 'y
B).Trazos de la neurona en A y ante los mismos estimulos después del efecto del farmaco 4-AP
[30 uM] (C). Disparo de la misma neurona en B ante los mismos estimulos posterior al efecto de 4-

AP [120 uM] (D).

4.3.3 RELACION CORRIENTE-VOLTAJE (I-V)

Se realizaron curvas de voltaje en funcion de la corriente inyectada en el soma con pasos
despolarizantes e hiperpolarizantes alternados a dos potenciales de membrana diferentes: -75 mV
y -55 mV con el objetivo de verificar si la resistencia de entrada de la membrana (Ry) es diferente

entre las neuronas con PPH R+L y PPH R (Figura 11 A y B); ademas, determinar si la resistencia
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se modifica a diferentes potenciales de mantenimiento (por la posible participacion de diferente
corrientes activadas).

Para las neuronas con PPH R+L, la Ry a -55 mV fue de 638 + 40.4 MQ y de 771 +£87.4 MQ a -75
mV; para las neuronas con PPH R, la Ry fue 356 + 23.8 MQ y 340 + 25.1 MQ a -55 mV y -75 mV,
respectivamente. El analisis estadistico mostrd diferencias significativas entre las neuronas con
PPH R+L y PPH R (p<0.0001; prueba U Mann-Whitney; PPH R+L n=37; PPH R n=20), pero no fue

significativamente diferente entre los dos potenciales de membrana en el mismo tipo de neuronas
(figura 11 C).
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Figura 11. Resistencia de membranaa -75mVy -55mV.

Disparo ante estimulos somaticos despolarizantes e hiperpolarizantes en una neurona
representativa con PPH R+L en potencial de membrana despolarizado y su respectiva curva I/V
(arriba). Disparo de la misma neurona en potencial de membrana hiperpolarizado (abajo) (A).
Trazos del disparo generado por estimulos somatico crecientes de corriente en una neurona con
PPH R a -55 mV; a la izquierda su curva I/V (arriba). Disparo de la mima neurona a -55 mV

(abajo) (B). Comparacion de la resistencia entre ambos tipos neuronales y respecto el potencial
de membrana (C).

* n=0.0001

Tanto las neuronas con PPH R+L como las neuronas con PPH R registradas en ambos nucleos
intralaminares Pfy CL disparan potenciales de accion unicos (de forma ténica) cuando el potencial

de membrana es -55 mV. Ademas, en ambos tipos neuronales observamos potenciales de accion
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en forma de rafaga o LTS, generados por la activacion de canales Ca,3.1 (ver figura 9) durante los
registros a potencial de membrana de -75 mV en respuesta a los pasos de corriente
despolarizantes (LTS “on”) y como rebote en respuesta a los pasos de corrientes hiperpolarizantes
(LTS “off”) en los dos potenciales de membrana (figura 11 Ay B).

La amplitud del LTS “on” fue 21 £ 2 mV y 21 + 1.5 mV, en las neuronas con PPH R+L y PPHR
respectivamente; con una duracion a la amplitud media de 200 + 29 ms 'y 148 + 23 ms. En los LTS
“off” las amplitudes fueron 29 + 2.4 mV y 30 + 2 mV, mientras que la duracion a la amplitud media
fue 163 £ 149 ms y 163 + 15 ms, en las neuronas con PPH R+L y PPHR respectivamente. Esta
caracteristica entre las neuronas con PPH R+L y PPH R, resulté similar tanto en LTS “on” como en
LTS “off” (figura 12).
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Figura 12. Caracteristicas del potencial lento de bajo umbral (LTS).

Andlisis comparativo entre neuronas con PPH R+L y PPH R de la amplitud méaxima del LTS
generado por la activacion de los canales Ca,3.1 provocada por estimulos somaticos
despolarizantes (on; derecha) y duracién a la amplitud media (izquierda) (A). Graficas del analisis
comparativo entre neuronas con PPH R+L y PPH R de la amplitud maxima del LTS generado por
la activacion de los canales Ca,3.1 como respuesta de rebote provocada por estimulos somaticos
hiperpolarizantes (off; derecha) y duracion a la amplitud media (izquierda) (B).

ns; sin diferencia significativa.
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4.3.4 RELACION CORRIENTE-FRECUENCIA DE DISPARO (I-F)

Nos preguntamos si las dos formas del PPH que presentan las neuronas talamo-estriatales
registradas en el Pf y CL tienen impacto en la generacion repetitiva de potenciales de accién ante
un estimulo de corriente de intensidad creciente (figura 13 A y B); para probarlo construimos
gréficos de la relacién intensidad de la corriente vs frecuencia de disparo de potenciales de accion
(I/F). Registramos y medimos la frecuencia de disparo durante el total del pulso de corriente (1000
ms) en funcién al incremento de pasos de corriente despolarizantes (10-100 pA) a potencial de
membrana de -60 mV (frecuencia media). La frecuencia inicial (f=1/primer intervalo inter-espigas)
fue 57.4 + 4.6 Hz en las neuronas con PPH R+L y 44.5 + 2.3 Hz en las neuronas con PPH R; el
analisis estadistico mostré diferencia significativa (p = 0.02; prueba U Mann-Whitney; n PPH R+L=
20, n PPH R= 36). La frecuencia final (f=1/dltimo intervalo inter-espigas) fue 25.9 + 1.3 Hzy 34.3 +
1 Hz en las neuronas con PPH R+L y PPH R, respectivamente; resultando significativamente
distintas (p<0.0001; prueba U Mann-Whitney; n PPH R+L= 20, n PPH R= 36). La frecuencia
promedio medida en la duracion total del estimulo fue de 22.6 £+ 0.6 Hz y 34.8 £+ 0.6 Hz,
respectivamente (p<0.0001; figura 13 C).

En la figura 13 Ay B se muestran los trenes de potenciales de accion generados por intensidades
crecientes de corriente en potencial de membrana de -60 mV caracteristicos de las neuronas con
las dos formas de PPH; asi como, las graficas que muestran el comportamiento de las frecuencias
inicial, media y final debido a los mismos escalones de corriente. En el panel C se muestra el
analisis estadistico comparativo y las diferencias entre las neuronas con PPH R+L y PPH R de los
valores obtenidos y escritos arriba para la frecuencia inicial, media y final representadas en

gréficas.
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Figura 13. Frecuencia de disparo.

Trazos de los potenciales de accion generados por estimulos despolarizantes crecientes de
corriente en una neurona representativa con PPH R+L (izquierda). Curvas I/F inicial, promedio y
final (derecha) (A). Trazos de los potenciales de accion generados por estimulos despolarizantes
crecientes de corriente en una neurona representativa con PPH R (izquierda). Curvas I/F inicial,
promedio y final (derecha) (B). Graficas del andlisis estadistico comparativo de las frecuencias:
inicial, media y final entre las neuronas con PPH R+L y con PPH R (C).

*p=0.02; *** <0.0001

Las neuronas con PPH R+L tienen una frecuencia de disparo inicial mas alta respecto las neuronas
con PPH R; sin embargo, estas uUltimas mantienen altas frecuencias durante todo el estimulo lo que
sugiere gue las neuronas con PPH R+L tienen una respuesta mas vigorosa que se adapta
rapidamente, mientras que las neuronas con PPH R tienen una respuesta mas sostenida (figura 14
Ay C). Para corroborar lo anterior obtuvimos las curvas de adaptacion de la frecuencia respecto
del tiempo usando trenes largos de potenciales de accion evocados por un paso de corriente
despolarizante a potencial de membrana de -60 mV. Los ajustes para los puntos de las curvas de
adaptacion demostraron que las neuronas con PPH R+L (n=7) tienen dos constantes de tiempo:
una rapida (1+=36 = 6.3 ms) y una lenta (1:=1439 * 275 ms); las neuronas con PPH R (n=10) solo

demostraron una constante de tiempo lenta (1;=1244 + 273 ms; ver figura 14 B y D).
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Figura 14. Curvas de adaptacién de la frecuencia de disparo.

Trazo de las potenciales de accién generados por un estimulo despolarizante de 60 pA en una
neurona con PPH R+L a -60 mV (A). Curvas de adaptacion obtenidas en diferentes neuronas con
PPH R+L (B). Disparo generado por un estimulo despolarizante de 60 pA en una neurona con
PPH R a -60 mV (C). Curvas de adaptacion obtenidas en diferentes neuronas con PPH R (D).

La tabla 1 resume los valores obtenidos de las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas
registradas en los nicleos intralaminares Pf y CL del talamo. Se muestra el analisis estadistico

comparativo de los dos tipos de neuronas en las que se clasificaron de acuerdo a la forma del PPH
(PPH R+L y PPH R).
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Tabla 1. Propiedades electrofisiolégicas de las neuronas registradas en los nicleos intralaminares
del tAlamo Pf y CL en ratones adultos silvestres C57BL/6J y de la cepa transgénica VGIuT2-Cre.

i i1 i PPH R+L PPHR
Propiedades electrofisiolégicas (media £ SEM) (media*S.EM)
umbral (mV) 427+19 43316
Potencial de accién amplitud (mV) 4725 Hrx25"
PPH R+L (n=23) duracién a la amplitud media (ms) 18201 1.77+0.07
PPHR (n=27) dV/dt maxima depolarizacion (mV/ms) 93 +6.14 64 +4.15 **
dV/dt maxima repolarizacién (mV/ms) H36x412 A425+x446*
PPH :
PPH R+L (n= 66) B amplitud (_m‘v’) _ 10£0.7 9_410.?"
PPH R (n= 141) duracién a la amplitud media (ms) 209+24 8 6777
inicial (Hz) 574+46 445+x23*
Frecuencia de disparo media (Hz) 226+06 34806 "
PPH R+L (n= 20) final (Hz) 25913 3431
PPH R (n=36) constante de tiempo de adaptacién rapidat (ms) 36263 e -
constante de tiempo de adaptacién lenta (ms) 1339 + 275 1244 + 273
Resistencia (R,) en -75 mV (MQ) 771+ 874 340 + 25 1 ***
PPH R+L (n=37) e
PPH R (n= 20) en -55 Mv (MQ) 638 +404 356238
amplitud en “on” (mV) 21+2 21+15
LTS duracion a la amplitud media en “on” (ms) 200 + 29 148 + 23
PPH R+L (n= 30) : -
PPH R (n=125) amplitud en “off” (mV) 209+24 30=x2
duracion a la amplitud media en “off” (ms) 163 +14 9 163+ 15

* P=0.02; *™* P<0.0001

4.4 RESPUESTAS SINAPTICAS EN LAS NEURONAS DE LOS NUCLEOS Pf Y CL POR
ESTIMULACION ORTODROMICA DE CAMPO

Se realizaron registros en rebanadas horizontales de 300 um de espesor de las respuestas
sindpticas evocadas por estimulacion de campo, a diferentes intensidades, por medio de un
electrodo concéntrico de 25 o 50 um de diametro en neuronas de ambos nucleos intralaminares
(figura 15 A). Registramos la respuesta subumbral y supraumbral de las neuronas del nacleo Pf al
estimular el nicleo CL y viceversa (figura 15 B). Se midi6 la duracion maxima, la duracién a la
amplitud media, la amplitud maxima y el area bajo la respuesta sinaptica. La duracion maxima de la

respuesta registrada en las neuronas del Pf fue 342.3 + 54.3 ms y en las neuronas del CL fue 284.9
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+ 16.7 ms; la duracién a la amplitud media fue 149.5 + 24.9 ms y 101.8 + 6.4 ms, respectivamente;
la amplitud maxima fue 31 + 1.3 en las neuronas del Pfy 28.5 + 1.4 mV en las neuronas del CL; el
area bajo la respuesta sinaptica fue 4269 + 507.1 mV-ms y 3572 + 281.7 mV-ms, respectivamente.
El analisis estadistico demostré que las respuestas sinapticas evocadas en ambos nucleos son
similares (p=0.3; prueba U Mann-Whitney; n Pf= 24, n CL= 29; figura 15 C). Ademas, notese que
entre las respuestas subumbrales (flechas) y las respuestas supraumbrales hay ausencia de
potenciales sinapticos, pasando en forma repentina a las respuestas maximas (figura 15 B).
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Figura 15. Respuesta sinaptica excitatoria evocada eléctricamente.

Diagrama de rebanada horizontal a 90° de cerebro de ratén (izquierda); diagrama de los
experimentos para obtener las respuestas sinapticas evocadas eléctricamente en neuronas del Pf
y CL (derecha) (A). Trazos de las respuestas sinapticas subumbral (flechas) y supraumbral
registradas a -75 mV en las neuronas de ambos nucleos intralaminares, estimulando
eléctricamente el contrario (B). Graficas del andlisis estadistico para los valores obtenidos en la
medicion de la duracién a la amplitud media, duracibn maxima, amplitud maxima y area bajo la
respuesta (C).

4.4.1 COMPONENTE INHIBITORIO DE LA RESPUESTA SINAPTICA

El componente inhibitorio activado durante la respuesta sinaptica registrada en las neuronas
talamo-estriatales, es de origen externo, debido a la ausencia de interneuronas GABAérgicas en
estos nucleos, como puede observarse en la inmunocitoquimica contra parvalbimina en la figura

16 B, (flechas blancas). Los nucleos Pf y CL reciben informacién de otras regiones del cerebro
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mediante aferencias inhibitorias GABAE&rgicas, entre ellas las porciones externa e interna del GP y
la SNr (Kinney et al., 1994; Krout et al., 2002; Giber et al., 2015).

El componente GABAérgico en ambos tipos de neuronas estudiadas es similar, y de alrededor del
10% en la respuesta; como se observa en la figura 16 A, donde se muestra la resta digital del area
de las respuestas sinapticas en control (colores) vs en presencia del bloqueador de GABA SR
95531 hidrobromuro (negro).

La respuesta sinaptica registrada debida a la activacion de los receptores ionotrépicos
glutamatérgicos AMPA y NMDA en presencia del bloqueador de GABA fueron, en las neuronas del
nucleos Pf: duraciéon a la amplitud media, 140.2 + 14.4 ms; duracion maxima, 324.3 £ 26.9 ms;
amplitud méxima, 26.8 £+ 1.5 mV; y area bajo la respuesta, 4505 + 474.2 mV-ms. Para las
neuronas del nucleo CL los valores fueron: duracion a la amplitud media, 122.3 + 10.3 ms; duracion
maxima, 283.6 + 18.1 ms; amplitud méxima, 29.2 + 1.7 mV; y area bajo la respuesta, 4120 + 482.7
mV-ms. Las respuestas sinapticas son semejantes en las neuronas del Pfy CL respecto al andlisis
estadistico comparativo (p=0.3; prueba U Mann-Whitney; n Pf= 35, n CL= 29; figura 16 Ay C).
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Figura 16. Componente GABAérgico externo en la respuesta sinaptica evocada
eléctricamente. Sobre posicién de trazos control y en presencia de +SR 95531 hidrobromuro en
neurona representativa del Pf (izquierda) y neurona del CL (derecha). Abajo, resta digital del
componente inhibitorio (A). Fotografia confocal de la expresion inmunocitoquimica de la proteina
parvalbumina (PV) en rebanada horizontal y acercamiento de las fibras externas PV* dentro del
nacleo Pf, derecha (flechas rojas) y la ausencia de somas positivos (flechas blancas) (B). Graficas
del andlisis estadistico comparativo de la duracién a la amplitud media, la duracibn maxima, la
amplitud maxima y el area bajo la respuesta sinaptica entre la respuesta obtenida en las neuronas
del Pf (violeta) y las neuronas del CL (verde) (C).

NRT, nucleo reticular talamico; Hip, hipocampo; fr, fasciculo retroflexus; Pf, parafascicular; CL,
central lateral.

4.4.2 COMPONENTE EXCITATORIO DE LA RESPUESTA SINAPTICA

Debido a que la respuesta sinaptica supraumbral registrada en las neuronas de ambos nlcleos
intralaminares mostré disparo en forma de rafaga y a que, en la estimulacion somatica con pasos
crecientes de corriente despolarizante e hiperpolarizante hallamos que esta forma de disparo es
debida a la activacién de los de canales de calcio de bajo umbral de activacién (Ca,3.1 o tipo T),
pusimos en el bafio el antagonista TTA-P2 (1 uM) para estudiar si la respuesta sinaptica tiene un
componente intrinseco debido también a la activacion de estos canales (figura 17 A y B). La
duracion a la amplitud media obtenida en las neuronas del nucleo Pf sin el componente intrinseco
de calcio fue 74.7 + 10.1 ms; en las neuronas del nacleo CL fue 66.2 + 8.4 ms. La duracion maxima
en las neuronas del nucleo Pf fue 227.3 + 20.9 ms y 187.6 + 19.1 ms en las neuronas del nicleo
CL. La amplitud méaxima fue 19.2 + 1.5 mV en las neuronas del nacleo Pfy 17.5 + 1.8 mV en el
nucleo CL. El &rea bajo la respuesta sinaptica fue 1767 + 251.9 mV-ms y 1361 + 215.7 mV-ms, en
el nucleo Pfy CL, respectivamente. EI componente intrinseco por la activacion de los canales para
calcio tipo T es semejante en las respuestas obtenidas en las neuronas de ambos nucleos
intralaminares (p=0.3; prueba U Mann-Whitney; n Pf= 17, n CL= 17; figura 17 E).

En la figura 17 se muestra la respuesta sinaptica supraumbral evocada eléctricamente (puntas de
flecha), seguida del tren de potenciales de accion por la estimulacibn somatica con un pulso
cuadrado despolarizante de corriente de 1000 ms de duracion. Los paneles A y B muestran
sobrepuestos los trazos de la respuesta control (colores) y después del bloqueo de los canales
Ca,3.1 (negro) con el antagonista TTA-P2 (1 uM) a potencial de membrana de -75 mV; nétese que
los potenciales de accion en forma de rafaga se abaten tanto en la respuesta ortodrémica como en
la respuesta somatica en las neuronas de ambos nucleos intralaminares. En C y D se muestra la
sobreposicion de trazos ante las mismas intensidades de estimulacion ortodroémica y somatica que
en Ay B posterior al bloqueo de los canales Ca,3.1 (negro) y después de poner en el bafio los

antagonistas CNQX (10 uM) y APV (500 uM; gris) que bloquean los receptores glutamatérgicos
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AMPA y NMDA, respectivamente. La respuesta por el pulso cuadrado de corriente somatico no se
modifico; sin embargo, la respuesta sinaptica se abatié. En E se muestran los graficos del andlisis
estadistico comparativo de la duraciéon a la amplitud media, la duracibn méaxima, la amplitud
maxima y el area bajo la respuesta sinaptica obtenidos posterior al bloqueo de los canales Ca,3.1

gue son iguales entre las neuronas del nucleo Pfy el nucleo CL.
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Figura 17. Componente intrinseco de calcio (Ca,3.1) en la respuesta sinaptica evocada
eléctricamente. Sobrelape de trazos de la respuesta sinptica y ante estimulo somatico en
condiciéon control (violeta) y +TTA-P2 (negro) en neurona representativa del Pf (A). Sobrelape de
trazos de la respuesta sinaptica y ante estimulo somatico en condicién control (verde) y +TTA-P2
(negro) en neurona representativa del CL (B). Sobrelape de trazos de la respuesta sinaptica y
ante estimulo somatico sin el componente de calcio (+TTA-P2; negro) y +CNQX+APV (gris) en
neurona representativa del Pf (C). Sobrelape de trazos de la respuesta sinaptica y ante estimulo
somatico sin el componente de calcio (+TTA-P2; negro) y +CNQX+APV (gris) en neurona
representativa del CL (D). Gréficas del analisis estadistico comparativo de la duracién a la
amplitud media, duracion maxima, amplitud maxima y area bajo la respuesta sinaptica entre las
neuronas del Pfy CL, después de ponen TTA-P2 en el bafio (E).

Se sabe que las neuronas de los dos nucleos intralaminares son glutamatérgicas (Sugimoto y
Hattori, 1983; Marini et al., 1996; Mendelbaum et al., 2019) por lo que; la respuesta excitatoria fue
corroborada poniendo en el bafio los farmacos CNQX (10 uM) y APV (500 uM), antagonistas de los
receptores ionotropicos AMPA y NMDA, respectivamente (figura 17 C y D; figura 18).
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Con el objeto de estudiar el componente excitatorio de la respuesta sindptica, se bloqueé el
componente inhibitorio con el antagonista SR 95531 hidrobromuro (10 pM).

Usamos los antagonistas ionotropicos de los receptores a glutamato CNQX (10 uM) y APV (500
MUM). En el 97% de las neuronas registradas en ambos ndcleos intralaminares se abolid
completamente la respuesta sinaptica sin afectar el disparo ante estimulos somaticos (figura 17 Cy
D, trazos grises). Los valores obtenidos en la duracion a la amplitud media fue 10.2 +5msy 6.2 +
6.2 ms en las neuronas del nucleo Pfy el nucleo CL, respectivamente; la duracion méaxima fue 25.4
+ 11.7 ms en las neuronas del nucleo Pfy 14.7 + 14.7 ms en las neuronas del nucleo CL; la
amplitud maxima fue 6.4 £ 3.1 mV y 1.5 + 1.5 mV, respectivamente y el area bajo la respuesta
sinaptica fue 321.6 £ 171.7 mV-ms en las neuronas del nucleo Pfy 174.5 + 174.5 mV-ms en las
neuronas del nicleo CL. El analisis comparativo entre las neuronas de ambos nucleos mostr

semejanza en las respuestas (p=0.3; prueba U Mann-Whitney; n Pf= 17, n CL=17).

En la figura 18 Ay B se muestran los trazos de las respuestas sinapticas evocadas eléctricamente
en condiciones control (colores), después del bloqueo de los canales Ca,3.1 (TTA-P2, negro) y
después del bloqueo de los receptores glutamatérgicos AMPA y NMDA (CNQX+APV, gris) en las
neuronas registradas en el nacleo Pf y CL, respectivamente. En las graficas C-J se muestra el
analisis estadistico del cambio en la duracién a la amplitud media, la duracibn maxima, amplitud
maxima y area bajo la respuesta sinaptica por el efecto del antagonista SR 95531 hidrobromuro (10
KM) que bloquea el componente externo inhibitorio; el efecto del bloqueador de los canales Ca,3.1
(TTA-P2, 1 uM), que abate el componente intrinseco de calcio y el bloqueo de los receptores

glutamatérgicos con los antagonistas CNQX y APV (10 uM y 500 pM, respectivamente).

El andlisis estadistico de la diseccion de los componentes que integran la respuesta sinaptica
evocada eléctricamente en las neuronas registradas tanto en el nicleo Pf como en el nucleo CL, no
mostré diferencias significativas en los valores obtenidos en la duracién a la amplitud media, la
duracion maxima, la amplitud maxima y el area bajo la respuesta sinaptica comparando el control
vs en presencia de bloqueador GABAérgico (figura 18, cajas de colores C, D, E, F, G, H, | y J).
Pero hubo diferencias significativas en presencia de TTA-P2 y de los bloqueadores glutamatérgicos
CNQX y APV (figura 18, cajas negrasy grises C, D, E, F, G, H, 1 y J).
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Figura 18. Diseccién de los componentes en la respuesta sinaptica de las neuronas del Pfy
CL evocada eléctricamente.

Trazos sobrepuestos de la respuesta sinaptica en una neurona representativa del Pf sin
componente GABAérgico (+SR 95531 hidrobromuro; violeta); aboliendo el componente intrinseco
de calcio (+TTA-P2; negro) y +CNQX y +APV (gris). Restas digitales de los componentes, derecha
(A). Trazos sobrepuestos de la respuesta sinaptica en una neurona representativa del Pf sin
componente GABAérgico (+SR 95531 hidrobromuro; verde); aboliendo el componente intrinseco
de calcio (+TTA-P2; negro) y +CNQX y +APV (gris). Restas digitales de los componentes, derecha
(B). Graficas de los valores de la duraciéon a la amplitud media; duracién maxima; amplitud maxima
y area bajo la respuesta, obtenidos en la disecciébn de los componentes que conforman la
respuesta sinaptica en las neuronas del Pf (C-F). Graficas de los valores de la duracion a la
amplitud media; duracion maxima; amplitud maxima y area bajo la respuesta, obtenidos en la
diseccién de los componentes que conforman la respuesta sinaptica en las neuronas del CL (G-J).

4.4.3 RESPUESTA SINAPTICA EVOCADA POR ESTIMULACION OPTOGENETICA

Finalmente, registramos la respuesta sinaptica evocada mediante estimulacion optogenética.
Utilizando ratones de la cepa transgénica VGIuT2-Cre y transfectando el virus adenoasociado en el
nucleo CL y registrando neuronas en el nucleo Pf, y viceversa.

Encontramos que la respuesta por estimulacion con luz es semejante a la obtenida por

estimulacion eléctrica (figuras 19 y 20).
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La figura 19 muestra en A, el esquema del protocolo de registro y los trazos subumbrales vy
supraumbrales obtenidos a -75 mV, de la respuesta electrofisiolégica evocada optogenéticamente
en una neurona del nlcleo Pf que expres6 ChR2-eYFP en un ratén VGIuT2-Cre. En B se muestran
los trazos de las respuestas cuando se varié la duracion del estimulo, con el objetivo de demostrar
gue las respuestas sinapticas que se registraron corresponden a la estimulacién de fibras de
neuronas ChR2-eYFP®. En C se muestran las fotografias confocales de la neurona registrada y
marcada intracelularmente con biocitina durante el registro y que expres6 ChR2-eYFP en su

membrana celular.

Figura 19. Fotoestimulacién sinéptica de neurona en el nltcleo Pf que expresa ChR2-eYFP.
Trazos de la respuesta sinaptica evocada optogenéticamente en una neurona del Pf ChR2-eYFP™;
esquema del protocolo experimental, derecha (A). Respuesta incrementando el tiempo de la
fotoestimulacién (B). Fotografias confocales de la neurona marcada intracelularmente con
biocitina, izquierda; la misma neurona ChR2-eYFP", centro; y el sobrelape del doble marcado,
derecha (C).

En la figura 20 A1 se muestra la fotografia confocal de la localizacion de la transfeccion del virus
adenoasociado ChR2-eYFP en el nucleo CL en una rebanada horizontal (90°) del cerebro de un
raton de la cepa transgénica VGIuT2-Cre; en A2 se muestra un acercamiento de la expresion de la
proteina fluorescente reportera eYFP dentro del nacleo CL para estimular optogenéticamente las
posibles conexiones sindpticas con el ndcleo Pf. En la figura 20 B se muestra el procedimiento
experimental de registro para obtener las respuestas sinapticas mediante estimulacion
optogenética. En C se muestra la diseccion de los componentes que integran la respuesta sinaptica
obtenida en una neurona del nicleo CL al estimular optogenéticamente las fibras ChR2-eYFP" del

ndcleo Pf; los registros se obtuvieron en potencial de membrana de -75 mV, el trazo verde es la
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respuesta supraumbral en condicién control; el componente intrinseco de calcio se abatié usando
el antagonista TTA-P2 (1 uM, negro) y finalmente se utilizaron los antagonistas de los receptores
glutamatérgicos AMPA y NMDA (CNQX, 10 uM y APV, 500 uM; gris) para ocluir completamente la
respuesta corroborando que las neuronas de estos nlcleos intralaminares son glutamatérgicas y la
respuesta sindptica registrada se debid a la activacién optogenética de los canales de rodopsina Il
(ChR2) expresados en la membrana de las neuronas del nucleo Pf que se comunican con la
neurona registrada en el nucleo CL. En la figura 20 D y E se muestran las respuestas sinapticas
obtenidas en ambos nulcleos intralaminares por la estimulacién optogenética en ratones que
expresaron ChR2-eYFP en el nacleo contrario al de registro. En F y G se muestra la sobreposicion
de las respuestas sinpticas supraumbrales representativas, obtenidas mediante estimulaciéon

optogenética (azul) y con estimulacién eléctrica (gris) en el nacleo Pf y CL, respectivamente.

D Parafascicular E Central Lateral
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/ | 20 mV
50 ms
-75mV
k. —TTAP2 I 20 mV
\ CNQX+APY 100 ms
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Figura 20. Respuesta sinaptica evocada optogenéticamente.

Fotografia confocal de la expresion de ChR2-eYFP en rebana horizontal del cerebro de raton
VGIuT2-Cre trasfectado en el nucleo CL (Al). Fotografia confocal de la expresion de ChR2-eYFP
en las neuronas del nucleo CL (A2). Esquema del disefio experimental para registrar la respuesta
singptica mediante estimulacion con luz (B). Trazos de la diseccion de los componentes en la
respuesta obtenida por estimulacion optogenética y resta digital usando el antagonista de Ca,3.1,
TTA-P2 y CNQX+APV que abolen la respuesta glutamatérgica (C). Familia de trazos de la
respuesta sinaptica obtenida mediante estimulacién optogenética en neurona representativa del Pf
(D). Familia de trazos de la respuesta sinaptica obtenida mediante estimulacién optogenética en
neurona representativa del CL (E). Sobrelape de trazos de la respuesta sinaptica optogenética
(azul) y con estimulacion eléctrica (gris) en neurona del Pf (F). Sobrelape de trazos de la respuesta
sinptica optogenética (azul) y con estimulacion eléctrica (gris) en neurona del CL (G).
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La tabla 2 resume los valores obtenidos de la duracién media, duracién maxima, amplitud maxima
y el &rea bajo la respuesta sinaptica en las neuronas registradas en ambos nucleos intralaminares
debida a la estimulacion eléctrica y optogenética del nicleo contrario al de registro; asi como los
valores y comparacion estadistica de la diseccion farmacoldgica de la corriente inhibitoria por la
estimulacion eléctrica de las fibras GABAérgicas externas a los ndcleos intralaminares y la

participacion de la corriente intrinseca debida a la activacion de los canales Cay3.1.

Tabla 2. Propiedades electrofisioldgicas y diseccién de la participacion de la corriente inhibitoria
(+SR 95531) e intrinseca de calcio (+TTA-P2) de las respuestas sinapticas registradas en neuronas
de los nucleos intralaminares del talamo.

+§R 95531
Parafascicular Control hidrobromuro +TTAP2 +CNQX APV
(n=24) (n=35) (n=17) (n=17)
Duracion a la amplitud media {ms) 1495+249 1402 144 747 £101* 102 + 5
Maxima duracion (ms) 3423+543 32432269 2273:209° 254:117"
Maxima amplitud (mV) =13 268+15  192:15%  64+31%

Area bajo |a respuesta sindptica (MV-ms) 4269 + 5071  4505+4742  1767%251.9*" 3216+ 171.7

Central Lateral (n=28) (n=29) (n=17) (n=17)
Duracién a la amplitud media (ms) 1018264 1223+103 66.2. = 8.4~ B2+ 2T
Maxima duracion (ms) 2840167  2836:181 1B876x191™ 1472147
Maxima amplitud (my) 285+14 29217 175+ 1.8 1515

Area bajo la respuesta siniptica (mV-ms) 3572 + 2817 4120 £4827 1361 £ 2157 1745 + 174 5

* p=0.013, ™ p=0.002, ™ p=0.0001
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CAPITULO V. DISCUSION

Identificamos a las neuronas de la via talamo-estriatal mediante la transfeccion del virus
adenoasociado tdTomato en el estriado y el virus ChR2-eYFP en los nucleos intralaminares para el
trazado retrogrado y anterdgrado respectivamente, lo cual nos permitié asegurar que los registros
obtenidos pertenecen a neuronas de esta via (ver Figura 5). La identificacion de las neuronas
registradas electrofisiologicamente se hizo por medio de marcado intracelular de biocitina durante
el registro. Las morfologias del arbol dendritico halladas en las neuronas que integran ambos
ndcleos intralaminares coinciden con las descritas previamente: neuronas tipo difusas y tipo
arbusto (Phelan et al.,, 2005; Lacey et al. 2007; Beatty et al. 2009); sin embargo, las dos
morfologias se observaron en ambos nudcleos, aunque con evidente mayoria de tipo arbusto en el
nacleo CL mientras que, en el nlcleo Pf encontramos que ambas morfologias neuronales se

registraron en la misma proporcién (Figura 6).

Cada neurona expresa diferentes canales i6nicos a lo largo de su membrana somato-dendritica,
gue determinan sus propiedades intrinsecas de membrana. En este trabajo, identificamos dos
perfiles electrofisiol6gicos en las neuronas que conforman los nucleos intralaminares del tAlamo Pf
y CL en ratones adultos (30-45 dias postnatal) de la cepa transgénica VGIuT2-Cre vy silvestres
(C57BL/6J). Las diferencias entre las neuronas talamo-estriatales registradas fueron los
componentes que forman el PPH del potencial de accién, la frecuencia de disparo y su adaptacion,
la Ry y la capacidad para tener LTS o disparo en rafaga (ver tabla 1). Estas diferencias en las
neuronas de los nucleos intralaminares estudiadas y su relacién con los ganglios basales las hacen
blancos probables para neuromodulacion en la enfermedad de Parkinson y otros desordenes
motores (Halliday, 2009; Sadikot and Rymar, 2009; Smith et al., 2009; Assous and Tepper, 2019;
Tanimura et al., 2019).

La actividad electrofisiolégica registrada en las neuronas del ndcleo Pf es coincidente con lo
reportado por Phelan y colaboradores en 2005 respecto a los componentes del PPH del potencial
de accién durante el desarrollo (en neuronas de neonatos y jévenes), sin embargo nosotros
obtuvimos estas diferencias en neuronas de ratones adultos

El PPH de algunas neuronas registradas tanto en el nucleo Pf como del nidcleo CL estuvo
constituido solo por un componente rapido (PPH R), en otras neuronas se observo un PPH de dos
componentes, uno rapido seguido de uno lento (PPH R+L; ver Figura 7). El PPH R+L se presento
en n=66 neuronas, de las cuales n=52 se localizaban en el nicleo Pf y n=14 en el CL; n=14 de
estas neuronas identificadas con marcado intracelular con biocitina tuvieron morfologia de tipo

difusa de las cuales n=13 se registraron dentro del nacleo Pfy n=1 en el ntcleo CL. Se obtuvieron
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registros de n=141 neuronas con PPH R en ambos nucleos intralaminares, n=53 en el nlcleo Pfy
n=88 en el ndcleo CL, de las cuales n=19 neuronas se identificaron con morfologia del arbol
dendritico de tipo arbusto (n=11 en Pf y n=8 en CL). Esto nos permite concluir que las neuronas
con PPH R+L son mas probablemente de morfologia difusa, mientras que las neuronas con PPH R
son de morfologia arbusto (Deschénes et al., 1996; Parent y Parent, 2005; Phelan et al, 2005;
Lacey et al, 2007; Beatty et al, 2009; Hyde et al, 2013). Ademas, cerca de la mitad de las neuronas
en el Pf tienen PPH R+L y la mitad PPH R. En contraste, la mayoria de las neuronas en el CL
tienen PPH R. Dadas las propiedades intrinsecas de membrana asociadas con la expresion de la
forma del PPH, estas dos clases de neuronas podrian tener funciones distintas y complementarias
en el circuito tadlamo-estriatal correlacionadas con las diferentes morfologias del arbol dendritico y
proyecciones axonales. Las diferencias en la forma del PPH implican la participacién de distintas
corrientes ionicas; entre las cuales pueden estar involucrados diferentes canales de calcio
implicados en la activacion de canales de potasio dependientes de calcio que generalmente
participan en la generacion del PPH (Pineda et al., 1999; Vilchis et al., 2000; Pérez-Garci et al.,
2003).

También encontramos diferencias significativas en la generacién de potenciales de accion durante
el disparo espontaneo. Las neuronas con PPH R+L tienen potenciales de accion con menor
amplitud, sin embargo, tienen tasas mas rapidas de despolarizacién y repolarizacion, sugiriendo la
participacién de diferentes corrientes idnicas. Entonces, un andlisis de los potenciales de accién
generados espontaneamente y el PPH podria categorizar a las neuronas talamo-estriatales en dos
clases funcionales, en ratones adultos (Figura 7).

En mudltiples neuronas del sistema nervioso central se ha relacionado la presencia de distintos
componentes en el PPH con la frecuencia de disparo que pueden seguir y con la posibilidad de
generar adaptacion de la misma (ver Figuras 13y 14).

Las neuronas con PPH R+L presentan adaptacién en la frecuencia de disparo mostrando dos
constantes de tiempo, una rapida y una lenta, esto se debe a que, responden vigorosamente al
inicio del estimulo y posteriormente se adapta rapidamente disminuyendo su disparo,
manteniéndolo a baja frecuencia. Estas neuronas también tienen una alta resistencia de entrada; lo
gue en conjunto hace que respondan rapidamente porque son neuronas facilmente excitables que
integran y codifican las distintas modalidades de informacion sensorial que reciben (Zhang et al.,
2010; Ha et al., 2016). Por lo tanto, son apropiadas para activarse ante estimulos salientes
inesperados (Matsumoto et al., 2001).

Las neuronas que tienen PPH R adaptan su frecuencia de disparo con una constante de tiempo
lenta. Estas neuronas tienden a mantener la frecuencia durante la duracién de todo el estimulo, por
lo que tienen disparo espontdneo y su comportamiento puede ser modificado en presencia de un
estimulo; similar a lo que sucede en las neuronas de la substantia nigra pars reticulata (Caceres-

Chavez et al., 2018), nucleo de salida de los ganglios basales y que interesantemente es una
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aferente de los nacleos Pfy CL (Mengual et al., 1999; Sidibé et al., 2002). Ademas, estas neuronas
también tienen una baja resistencia de entrada. Por ello, son mas capaces de mantener la atencion
y el estado vigilante en un ambiente que cambia, otra funcién relacionada a la via talamo-estriatal
(Matsumoto et al., 2001; Smith et al., 2011).

Lo anterior implica que, las neuronas talamo-estriatales de los nucleos intralaminares pueden ser
separadas en dos clases funcionales debido a sus propiedades intrinsecas, lo que concuerda con
su papel dual en el proceso atencional (Minamoto y Kimura, 2002).

Ahora bien, las neuronas tadlamo-corticales de relevo pueden generar potenciales de accion en dos
modos distintos: disparo en rafaga (Hernandez-Cruz y Pape, 1989) y potenciales Unicos de forma
tonica. El disparo en rafaga son las espigas sobre los potenciales lentos de bajo umbral (LTS), las
cuales son generadas por canales de calcio Ca,3 (Jahnsen y Llinas, 1984a; 1984b;). Sin embargo,
la expresion de disparo en rafaga o LTS en las neuronas talamo-estriatales ha estado en discusion
(Deschénes et al., 1995; Deschénes et al., 1996; Parent y Parent, 2005; Phelan et al., 2005; Lacey
et al., 2007; Beatty et al., 2009; Kanyshkova et al, 2011). Aunque, se ha visto que los canales Ca,3
median la actividad en forma de rafaga en el tdlamo (Hernandez-Cruz y Pape, 1989). En este
trabajo mostramos en ratones adultos, la presencia de espigas LTS en las neuronas talamo-
estriatales registradas en los nucleos Pfy CL que expresaron ambos tipos de PPH (ver Figuras 8y
9). Sin embargo, el 11% de las neuronas con PPH R no tuvo LTS o disparo en rafaga, esto es, la
mayoria exhibié esta forma de disparo. Estas neuronas han sido descritas como mas similares a
las neuronas talamo-corticales de relevo (Lacey et al., 2007; Beatty et al., 2009; Hyde et al, 2013).
Si como se planted arriba, estas neuronas se encargan del estado de alerta, entonces, deberian
ser mas propensas a entrar en los ritmos de baja frecuencia que aparecen durante las ondas lentas
de suefio. El 55% de las neuronas con PPH R+L no expresé LTS o disparo en rafaga. Estas
neuronas podrian ser por lo tanto mas parecidas a las registradas en otras especies y las descritas
en el Pf (Smith et al., 2011). El bloqueo de los canales de potasio con el antagonista 4-AP no revelo
la expresion de LTS posiblemente enmascarada en estas neuronas (ver Figura 10).

Hay evidencia de que estas clases de neuronas influyen en distintas regiones del estriado con una
distribucion topografica independiente y paralela de canales que llevan diferente informacion de
regiones limbicas, asociativas y sensoriomotoras (Sadikot et al, 1990; Giménez-Amaya et al., 2000;
Sadikot y Rymar, 2009). La lesion de los nucleos intralaminares es una causa de coma (Edlow et
al., 2013). Ademas, se sabe que las neuronas talamo-estriatales interrumpen una secuencia de
acciones para adaptar el comportamiento ante cambios repentinos generando una secuencia de
acciones diferente (Smith et al., 2011). Esto es esencial para la supervivencia y en cierta medida,
estas interrupciones y los cambios de accion pueden ser rapidos y no afectar a la corteza, ya que
los coliculos superiores y la formacion reticular tienen conexion directa con los nudcleos

intralaminares del talamo (Isa et al. 2020).
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Las neuronas de los nucleos intralaminares Pf y CL forman parte de complejos circuitos
comunicandose con varias regiones cerebrales para el correcto comportamiento del individuo. Sin
embargo, la conexién intratalamica que posiblemente existe entre las neuronas de los ndcleos
intralaminares ha sido poco estudiada. Los registros electrofisiol6gicos obtenidos de las respuestas
sinapticas evocadas eléctricamente y optogenéticamente sugieren que las neuronas del nucleo Pf
se comunican con las neuronas que conforman el nucleo CL y viceversa, aunque, se sabe que los
axones de las neuronas de los ndcleos intralaminares no emiten colaterales locales dentro de los
nucleos vecinos (Lacey et al., 2007), y que las subregiones, medial, central y lateral del nucleo Pf
no estan localmente interconectadas, demostrando que esta constituido por neuronas

heterogéneas que estan organizadas en circuitos independientes (Mendelbaum et al., 2019).

Las respuestas evocadas eléctricamente tuvieron un componente inhibitorio externo a los nudcleos
intralaminares (ver Figura 16). Las neuronas de estos nudcleos son glutamatérgicas y reciben
aferencias sinapticas GABAérgicas de la formacion reticular pontina, el nucleo reticular talamico y
los nulcleos de salida de los ganglios basales (Kinney et al., 1994; Tsumori et al., 2002; Giber et al.,
2015). Las respuesta registrada fueron excitatorias debidas a la activacion de los receptores
glutamatérgicos AMPA y NMDA ya que fueron eliminadas por bloqueadores de estos receptores
(ver Figuras 17 y 18; tabla 2) y también expresaron un componente intrinseco causado por la
activacion de canales de calcio Ca,3.1 (Figuras 17 y 18; tabla 2) que es activado en potenciales de
membrana de bajo umbral y genera espigas en forma de rafaga (Jahnsen y Llinas, 1984a; 1984b;
Hernandez-Cruz y Pape, 1989; Chen et al., 2017). Durante la estimulacion gradual de las
respuestas sinapticas, los registros obtenidos al incrementar la intensidad y pasar de respuestas
subumbrales a respuestas supraumbrales en condicién control se observa un salto (ver Figura 15,
flechas), lo cual puede ser explicado por la activacién de canales de calcio tipo T localizados en las
dendritas (Chen et al., 2017). Alternativamente, permite hipotetizar que, en estas respuestas esta
involucrada la participacion de autoreceptores presinapticos de kainato que son activados por la
liberaciébn de glutamato, resultando en un incremento de la liberacibn de glutamato e
incrementando la amplitud de la respuesta sinéptica (Vignes y Collingridge, 1997; Braga et al.,
2004; Smeal et al., 2008). Las respuestas sinapticas obtenidas con estimulo optogenético y
eléctrico en las neuronas del nucleo Pf y el ndcleo CL son semejantes en condicion control y en los
porcentajes de participacion de las corrientes que las integran (ver Figuras 19 y 20).

Las neuronas que constituyen estos nlcleos talamicos son importantes en la integraciéon funcional
de la via talamo-estriatal; la conexion sinptica entre las neuronas del nucleo Pf y CL quizés
permite el correcto procesamiento tiempo-espacial de la informacion que reciben y lleva al

comportamiento adecuado para la supervivencia del individuo.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

1.- La morfologia del arbol dendritico de las neuronas registradas electrofisiolégicamente
coincide con la descrita previamente para los nucleos intralaminares del tadlamo: tipo

arbusto y tipo difusa; ambas morfologias se localizaron en el nucleo Pfy el ntcleo CL.

2.- El analisis de los potenciales de accién permitié determinar dos grupos de neuronas de
acuerdo a los componentes que integran el postpotencial hiperpolarizante (PPH). Las
neuronas que poseen un solo componente tienen un PPH rapido y de corta duracion, en las

gue tienen dos componentes la duracidn es significativamente mayor.

3.- La frecuencia de disparo inicial es significativamente mayor en las neuronas con dos
componentes en el PPH, ademas estas neuronas presentan una evidente adaptacion

respecto alas neuronas cuyo PPH es solo rapido.

4.- El 85% de las neuronas registradas a potenciales de mantenimiento hiperpolarizados
presentaron potenciales de acciéon en forma de rafaga debido a la activacién de canales para
calcio tipo T (Cav3.1) que se abate con el antagonista TTA-P2 y el 100% presentd disparo
tonico a potenciales de mantenimiento despolarizados.

5.- Laresistencia de membrana es significativamente menor en las neuronas que tienen solo
el postpotencial rapido y no varia significativamente respecto el potencial de mantenimiento

de la neurona.

6.- La mayoria de las neuronas del nucleo intralaminar CL tienen un solo componente en el
PPH, tienen menor resistencia y su morfologia es tipo arbusto. En el ndcleo Pf se

encuentran los dos tipos de neuronas mezcladas con uno o dos PPH, y ambas morfologias.

7.- Las neuronas de los nucleos Pf y CL talamo-estriatales, responden sinapticamente en

respuesta a estimulacion eléctrica de campo en el nacleo contrario al de registro.
8.- La respuesta sinaptica registrada en ambas neuronas mostré6 un pequefio componente

GABAérgico (sensible a SR 95531 hidrobromuro o gabacina) proveniente de aferentes

extrinsecas a los nucleos intralaminares registrados.
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9.- La respuesta sinaptica obtenida con estimulacién eléctrica de campo y optogenética
tiene un componente glutamatérgico (NMDA y AMPA) y la participacién de una corriente
intrinseca por activacién de canales para calcio tipo T (Cav3.1).

10.- Los componentes (GABAérgico, glutamatérgico y por activacion de canales de calcio
tipo T) de las respuestas sinapticas obtenidas en las neuronas del nucleo Pf y CL no son

significativamente distintas.

11.- Las respuestas sinapticas registradas en las neuronas de ambos nucleos
intralaminares, obtenidas mediante estimulo eléctrico u optogenético en el ntcleo contrario

al de registro, son semejantes.
12.- Se sugiere la existencia de comunicacién sindptica entre ambos nlcleos intralaminares

de la via talamo-estriatal que no ha sido reportada previamente e implicaimportancia para la

integracion funcional de esta via.
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CAPITULO VII. IMPORTANCIA FUNCIONAL

Las neuronas de los nucleos Pf y CL procesan informacién auditiva, visual, gustativa, oral
mecanosensorial y somatosensorial de su conexiéon con las regiones cerebrales que la reciben
primero (Sadikot et al, 1990; Giménez-Amaya et al., 2000; Lai et al., 2000; Sadikot y Rymar, 2009;
lwal et al., 2015) y participan en el procesamiento de eventos sensoriales que llevan a la atencion y
el estado de alerta, particularmente en el contexto de eventos no predecible o eventos contrarios a
las predicciones (Minamoto y Kimura, 2002; Kimura et al., 2004; Smith et al., 2011). El estriado es
la region de los ganglios basales que a su vez, se entera de la informacion procesada por las
neuronas de ambos nucleos intralaminares para ejecutar un circuito motor adecuado que permita la
supervivencia del individuo (Lai et al., 2000; Kimura et al., 2004; Smith et al., 2011; Iwai et al., 2015;
Isa et al. 2020).

La degeneracion de las neuronas talamo-estriatales en enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Parkinson provoca cambios en la organizacion sinaptica de este circuito (Villalba et
al., 2019), por lo que los resultados experimentales obtenidos in vitro y presentados en este trabajo
como evidencia de la posible comunicacién sinaptica entre las neuronas de los nucleos
intralaminares Pf y CL, asi como las caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas que
conforman estos mismos ndcleos taldmicos son importantes para comprender mejor el
funcionamiento de la via tdlamo-estriatal en condiciones sanas, pero que al mismo tiempo pueden
contribuir al mejor entendimiento de lo que sucede en condiciones patoldgicas para plantear

mejores tratamientos.
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