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RESUMEN

La comunicacion sinaptica de la via Cerebelo-Talamo-Estriado se ha visto implicada en
conductas dirigidas a objetivos y las alteraciones en esta via se ha relacionado con distonia
cerebelosa. Sin embargo, la conexién anatémica a través de nlcleos especificos del talamo y su
contribucion en la ejecucion de movimientos no ha sido investigada. En este trabajo, se usaron
trazadores transinapticos y retrogrados, registros ex vivo en rebanadas de cerebro, e
inhibiciones optogenéticas durante la ejecucion de movimientos unidireccionales o en
secuencia para demostrar que los nucleos profundos del cerebelo influyen sobre el estriado
dorsal con alta probabilidad, y que esta via es requerida durante movimientos en secuencia.
Mostramos que esta comunicacién ocurre principalmente a través del nlcleo parafascicular
(PF), centrolateral (CL), y ventral lateral (VL), observando que las vias DCN->VL y DCN->CL
contribuyen durante la ejecucion de movimientos unidireccionales, mientras que la via DCN->PF
y DCN->Talamo—>Estriado contribuyen durante la ejecucién de movimientos en secuencia. Estos
hallazgos remarcan contribuciones especificas de las diferentes vias DCN->Talamo-> Estriado

durante la ejecucion de movimientos controlados.




ABSTRACT

Cerebellar-thalamo-striatal synaptic communication has been implicated in a wide range
of behaviors, including goal-directed actions, and is altered in cerebellar dystonia. However, its
detailed connectivity through the thalamus and its contribution to the execution of forelimb
movements is unknown. Here, we use transsynaptic and retrograde tracing, ex vivo slice
recordings, and optogenetic inhibitions during the execution of simple or sequential joystick
displacements to demonstrate that the deep cerebellar nuclei (DCN) influence the dorsal
striatum with a very high probability. We show this mainly occurs through the centrolateral (CL),
parafascicular (PF), and ventrolateral (VL) nuclei of the thalamus. Observing that the DCN->VL
and DCN->CL pathways contribute to the execution of simple forelimb displacements while the
DCN->PF and DCN->thalamo—>striatal pathways contribute to the appropriate execution of
forelimb reaching and sequential displacements. These findings highlight specific contributions

of the different cerebellar-thalamo-striatal paths to the control of skilled forelimb movement.




INTRODUCCION

El cerebelo y el estriado han sido tradicionalmente pensados como parte de circuitos paralelos
que participan en la regulacion del control de movimiento. Lesiones o inactivaciones en
cualquiera de estas estructuras provoca dificultades en la ejecucion de movimientos de alcance,
en la adaptacion de parametros cinematicos del movimiento, perdida de coordinacion y balance
del cuerpo (Amrani et al., 1996; Kato & Kimura, 1992; Manni & Dow, 1963; Molinari et al., 1990;
Paz et al., 1982; Sakayori et al., 2019) y en la ejecucion de secuencias motoras (Hikosaka et al.,

1998; Lu et al., 1998; Miyachi et al., 1997; Tecuapetla et al., 2016).

El rol de las conexiones Cerebelo>Talamo—=>Corteza ha sido ampliamente explorado en
movimientos voluntarios, planeaciéon motora, y mecanismos de inicio de movimientos (Bosch-
Bouju et al., 2013; Chabrol et al., 2019; Dacre et al., 2021; Gao et al., 2018; Nashef et al., 2018;
Popa et al., 2013; Proville et al.,, 2014; Sakata et al., 1966; Wagner et al., 2019), pero las

conexiones Cerebelo>Talamo—->Subcorticales han sido vagamente explorados.

Recientemente, se ha propuesto una via subcortical (DCN-> Talamo—> Estriado) entre los nucleos
profundos del cerebelo (DCN), principal salida el cerebelo, y el nlcleo estriado, principal entrada
de los ganglios basales, a través del talamo (Chen et al., 2014; Hoshi et al., 2005; Ichinohe et
al., 2000; Xiao et al., 2018). Esta conexion se ha relacionado con la adaptacién cinematica del
movimiento (Seidler et al., 2006), conductas dirigidas a objetivos (Xiao et al.,, 2018), y
aprendizaje de secuencias (Tzvi et al., 2014); la disfuncidn de esta via puede resultar en distonia
(Chen et al., 2014). Sin embargo, la eficacia de la comunicacién entre los DCN y el estriado, y si
esta comunicacién ocurre por multiples vias (Gornati et al., 2018), o si estas vias contribuyen a

la ejecucion de movimientos sigue siendo desconocido.

En este trabajo se disefiaron una serie de experimentos para poner a prueba la hipétesis de que

los DCN interactian con el estriado a través de multiples proyecciones di-sinapticas a través del




talamo, y que estas conexiones contribuyen a la ejecucidon controlada de movimientos

aprendidos.
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ANTECEDENTES

El cerebelo y ganglios basales, can6nicamente, son parte de circuitos independientes que
permiten desarrollar movimientos controlados (Doya, 2000). La lesién o inactivacion de
cualquiera de estas estructuras provoca dificultades en movimientos de alcance, coordinacion,
balance, adaptacion cinematica (Amrani et al., 1996; Kato & Kimura, 1992; Manni & Dow, 1963;
Molinari et al., 1990; Paz et al., 1982; Sakayori et al., 2019) y en la ejecucion de movimientos
en secuencia (Hikosaka et al., 1998; Lu et al., 1998; Miyachi et al., 1997; Tecuapetla et al.,

2016).

El estudio del cerebelo se ha centrado principalmente en el circuito vestibular-cerebelo, médula
espinal-cerebelo, y cortical-cerebelo (Figura 1), sin embargo, el circuito ganglios basales-

cerebelo se ha estudiado poco.

Cerebelo

El cerebelo permite el control motor, principalmente, a través del circuito vestibular-cerebeloso
para censar la posicién de la cabeza y del cuerpo, participa en la coordinacién de musculos
axiales y musculos extensores de las extremidades, lo que permite coordinar movimientos
oculares, cabeza y tener balance durante la marcha o mantenimiento de posturas (Brooks et al.,

2015; Kandel et al., 2021).

Otro circuito que involucra al cerebelo es el circuito médula espinal-cerebeloso. Este recibe
aferencias con informacion somato-sensorial a través los tractos espino-cerebeloso dorsales y
ventrales, esta via provee informacion de los musculos y propio-receptores en las articulaciones.
El cerebelo a través de su principal salida, los nlcleos profundos del cerebelo (DCN), activa
tonicamente a sus terminales postsinapticas, y a través de varios relevos como el nucleo rojo o

la region ventral lateral del talamo permite la activacion de grandes grupos musculares que
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permiten controlar la posicion y balance del cuerpo durante movimientos voluntarios (Kandel et

al., 2021; Sathyamurthy et al., 2020) .

Otro circuito del cerebelo es el cortical-cerebeloso, se relaciona con la planeacion de
movimientos, aprendizaje y ejecucion de programas motores. La principal comunicacién del
cerebelo con la corteza es con la regidon pre-motora y motora primaria, las cuales reciben
informacion de los DCN a través del talamo (Th) (principalmente a través de la region ventral
lateral, VL); la corteza cerebral envia proyecciones de regreso al cerebelo a través de nucleos en

el puente (Gao et al., 2018; Kandel et al., 2021; Proville et al., 2014) .

Durante la ejecuciéon de movimientos voluntarios aprendidos se requiere el cerebelo intactoy la
coordinacién de los circuitos mencionados para que la secuencia de los componentes del
movimiento, por ejemplo la planeacion, y la coordinaciéon de muisculos y articulaciones durante
la ejecucion de un movimiento sea ejecutada con precisién temporal y espacial (Bastian et al.,

1996; Becker & Person, 2019; Berger et al., 2020; Gao et al., 2018; Sathyamurthy et al., 2020).

La mayor parte de investigacion sobre los circuitos del cerebelo se centran en el circuito cortical-
cerebeloso sin embargo, hallazgos recientes proponen la existencia de otro circuito subcortical:
el circuito cerebelo - ganglios basales, el cual puede tener implicaciones propias (Chen et al.,
2014; Hoshi et al., 2005; Ichinohe et al., 2000; Xiao et al.,, 2018). A la fecha, hay poca
informacion acerca de este Gltimo en comparacion con los otros circuitos que implican al
cerebelo. Es importante resaltar que la comunicacion cerebelo - ganglios basales también es a
través del talamo, igual que en el circuito cortical - cerebelo, esto abre la pregunta de si es el
mismo tipo de informacion la que se envia a través del talamo a la corteza versus los ganglios

basales o son rutas diferentes con informacion diferente.
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Figura 1. Resumen de los principales circuitos del cerebelo involucrados en el control motor a
excepcion del circuito cerebelo - ganglios basales.

En la parte superior se observan las entradas de informacion hacia el cerebelo para cada circuito del
cerebelo (Cerebro-Cerebelo; Espinal-Cerebelo; Vestibulo-Cerebelo). En la mitad, se observa una vista
coronal del cerebelo en donde se aprecia la corteza del cerebelo y los nicleos profundos del cerebelo. En
la parte inferior se observa el destino de las salidas de informacion desde el cerebelo. Las lineas indican
el sentido del flujo de informacién. D: nlcleo dentado; IP: nlcleo interpositus; F: nicleo fastigal. Figura
tomada y editada del capitulo “The Cerebellum” en “Principles of neural sciences” (Kandel et al., 2021).
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Cerebelo>Talamo->Corteza

La conectividad cerebro-cerebelo ha sido parte de una extensa investigacion, estudios
anatémicos y funcionales realizados en gatos ha mostrado que hay mapas de conectividad entre
la corteza motora y somato-sensorial entre el cerebelo y la corteza cerebral, siendo los nicleos
del puente y la oliva inferior los principales revelos de la corteza cerebral hacia la corteza del
cerebelo, mientras que el cerebelo envia proyecciones a la corteza cerebral a través del talamo

ventral (Allen & Tsukahara, 1974).

Estos circuitos sensorio-motores han sido observados en primates (Bostan et al.,, 2013) y
roedores (Proville et al., 2014), siendo requeridos durante la ejecuciébn de movimientos
voluntarios, y para desencadenar el inicio de movimiento dependiente de contexto (Dacre et al.,
2021). Estudios recientes muestran que el cerebelo se comunica con otras areas de la corteza
cerebral como la corteza premotora con la cual establece un circuito necesario para el
mantenimiento de la actividad preparatoria en una tarea de discriminacion sensorial (Gao et al.,

2018).

El cerebelo establece comunicacion sinaptica con amplias regiones en el tdlamo (por ejemplo,
ventrales e intralaminares) (Aumann & Horne, 1996; Fujita et al., 2020; Gornati et al., 2018), y
se ha observado que los axones de estas conexiones DCN—->talamo dejan proyecciones en
cortezas frontales, corteza insular, corteza cingulada, corteza orbital (Middleton & Strick, 2001;
Xiao et al., 2018). Estos datos indican que el cerebelo no solo es relevante para el control motor,

sino también para tareas con demandas cognitivas y emocionales (King et al., 2019).

Ganglios basales

Los ganglios basales son un grupo de nicleos subcorticales que forman parte de los circuitos
corteza - ganglios basales - talamo que gobiernan el control motor. Los ganglios basales
reciben entradas sinapticas de la corteza cerebral y del tdlamo. El estriado, nlcleo mas grande

de los ganglios basales (caudado/putamen en primates) recibe la mayor cantidad de aferentes
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corticales y talamicas. Se reconocen tres sub-circuitos dentro del circuito corteza - ganglios
basales - talamo, ubicandose territorios anatémicos especificos para cada uno de estos: el

circuito motor, asociativo y limbico (Figura 2) (Hunnicutt et al., 2016; Obeso et al., 2008).

Circuito asociativo Circuito limbico

Circuito motor

Putamen

Figura 2. Resumen de los principales circuitos de los ganglios basales.

De izquierda a derecha se muestran el circuito motor, asociativo y limbico. Los colores indican en forma
esquematica las regiones involucradas en cada circuito. Las flechas indican el sentido del flujo de
informacién. STN: ndcleo subtalamico; GPi; globo palido interno; GPe: Globo palido externo. Figura tomada
y editada de (Obeso et al., 2008).

El nlcleo estriado contiene principalmente neuronas de proyeccion llamadas espinosas
medianas por su forma anatémica, el resto son células con proyecciones intra-estriatales,
involucradas en microcircuitos al interior del nlcleo. Las células de proyecciéon se caracterizan
por tener diferencias funcionales y anatémicas, expresando receptores a dopamina D1 o
receptores D2, esta segregacion las identifica como neuronas de la via directa e indirecta

respectivamente.
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Los nlcleos de salida de los ganglios basales envian conexiones sinapticas hacia el talamo, y
en turno a la corteza. La funcion de estas vias esta relacionada con el inicio y termino de
acciones, secuencia de acciones, aprendizaje motor, vigor de movimientos, y la codificacion de
parametros cinematicos del movimiento (Dhawale et al., 2021; Diaz-Hernandez et al., 2018;

Sanchez-Fuentes et al., 2021; Tecuapetla et al., 2016).

Ganglios basales>Talamo->Corteza

En el talamo el nicleo PF y el nicleo ventromedial (VM) reciben proyecciones de los principales
nlcleos de salida de los ganglios basales, la sustancia nigra pars reticulata (SNr) y el globo palido
interno (GPi). Con ayuda de trazadores retrogrados y anterégrados transinapticos se ha
observado que el nicleo PF recibe aferencias del SNr con subdivisiones anatomicas-funcionales
y estas envian proyecciones a diferentes regiones sensorio-motoras y asociativas de la corteza,
por otro lado, las regiones en el nlcleo VM que reciben aferencias de las SNr proyectan
principalmente a regiones motoras de la corteza cerebral (Foster et al., 2021; Lanciego et al.,

2012).

Aferencias del cerebelo y ganglios basales hacia regiones en el tdlamo

El talamo es una estructura con aproximadamente 30 n(cleos, los cuales pueden proyectar a
diferentes regiones corticales, nlcleos de ganglios basales, y recibe proyecciones de la corteza

cerebral, ganglios basales, cerebelo, tallo cerebral.

En mamiferos, el talamo puede ser dividido en secciones (Rikhye et al., 2018):

Region anterior: contiene a los ndcleos anteromedial, anterolateral, anterodorsal, y laterodorsal
Region linea media: contiene a los nlcleos paretenial, paraventricular, y laterodorsal.

Region intralaminar: contiene a los ndcleos centrolateral, centromedial, parafascicular, ndcleos
mediales dorsales.

Region ventral: contiene a los ndcleos del complejo ventral basal, nlcleo ventral medial.

Region posterior: contiene a los nlcleos posteromedial, posterior lateral, pulvinar, geniculado
medial, geniculado lateral.
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El cerebelo establece comunicacion sinaptica con la region ventral e intralaminar (Aumann &
Horne, 1996; Fujita et al., 2020; Gornati et al., 2018), de igual manera los ndcleos de salida de
los ganglios basales establecen comunicacion sinaptica con la regiéon ventral e intralaminar
(Foster et al., 2021; Lanciego et al., 2012), sin embargo, las proyecciones de cerebelo y ganglios
basales estan segregadas en la region ventral del tdlamo (Bosch-Bouju et al., 2013) lo que

sugiere que ejercen funciones diferentes en el los mismas regiones del talamo.

Interaccién cerebelo-ganglios basales

Las rutas previamente descritas para el cerebelo y ganglios basales describen rutas paralelas
con segregacion a nivel del tdlamo, sin embargo, descripciones anatdbmicas en ratas con
trazadores anterégrados inyectados en los nlcleos profundos del cerebelo y retrégrados
inyectados en el nlcleo estriado mostraron regiones en el talamo en donde los dos marcadores
convergen (Ichinohe et al., 2000); estos resultados también fueron observados al inyectar
particulas virales de la rabia en monos, las cuales realizan transinapsis retrograda dependiente
del tiempo de expresion (Hoshi et al., 2005), revelando que la region intralaminar del talamo es

un sitio de interaccién entre los nucleos profundos del cerebelo y el estriado (Figura 3).

En este estudio (Hoshi et al., 2005) también se observaron células marcadas en la regiéon ventral
lateral del tdlamo (VL). Esto concluye que existe comunicacion subcortical di-sindptica entre el
cerebelo y los ganglios basales (el estriado) a través del talamo, exigiendo repensar la forma en
que estos dos sistemas, implicados en el control motor, pueden comunicarse durante funciones

motoras y no motoras.
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Figura 3. Circuito Cerebelo-Ganglios basales.

A) Se observa la via disinaptica de los nucleos profundos del cerebelo (DCN) a los ganglios basales a
través del talamo; izquierda: se muestra la inyeccion del trazador transinaptico retrogrado (virus de la
rabia).

B) Se observa la via disinaptica de los ganglios basales al cerebelo a través del puente; derecha: inyeccion
virus de la rabia. Figura tomada y editada de (Bostan & Strick, 2018).

Con respecto a la verificacion funcional de la via cerebelo - talamo - estriado se han reportado
latencias muy cortas de activacion desde los nucleos profundos del cerebelo hasta el estriado,
con respuestas variadas (excitacion, inhibicién, excitacion-inhibicién) (Chen et al., 2014), y
también se ha documentado que la activacion del cerebelo modula a la via directa e indirecta y

neuronas colinérgicas en el estriado (Xiao et al., 2018).

Adicionalmente, la funcionalidad de la via cerebelo - tdlamo - estriado se mostré en un modelo
de distonia inducida en la corteza del cerebelo, a través de bloquear las bombas de sodio en las
células de Purkinje, en este modelo se observé que la actividad eléctrica del cerebelo se torné

irregular y que esta actividad aberrante se generaliz al nlcleo estriado provocando distonia en
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los ratones; en el mismo estudio se mostrd que lesionar o inactivar el nlcleo central lateral del
talamo en este modelo mostr6 mejora en los sintomas de distonia (Chen et al., 2014),

evidenciando que la actividad del cerebelo puede propagarse hacia el estriado.

El requerimiento de esta via intacta para permitir repertorios conductuales, fue realizada en
ratones a los que se entrend en un laberinto en T para recoger comida en cualquiera de dos
brazos, posteriormente se realizd un protocolo de alternancia forzada que consistié en que en
cada ensayo la comida se coloca en el brazo diferente al que eligi6é en el ensayo anterior, esta
tarea requiere que el ratén adquiera una regla (la posicion de la comida cambia en cada ensayo,
dependiente de la eleccidon que se realizd en el ensayo anterior), hasta alcanzar al menos un
70% de ensayos correctos; posteriormente en un dia de prueba se inactivd los axones
provenientes de la via DCN->Th(CL-PF)—> Estriado, observando que los ratones alternaron menos
en sus ensayos durante la inactivacion. Es decir los sujetos experimentales fueron
perseverantes en su conducta al inactivar esta via, este hallazgo sugirié que la inactivacién de
esta via no permite que actualicen su conducta apropiadamente para obtener la recompensa

(Xiao et al., 2018).

De estos dos Ultimos antecedentes dos nlcleos talamicos han sido evidenciados en la
comunicacion cerebelo - estriado, el ndcleo central lateral (Chen et al., 2014) y el ndcleo
parafascicular del tdlamo (Xiao et al., 2018), a llamar la atencion, el estudio de transinapsis en
monos, aungque en menor medida, reporto la presencia de células marcadas en la region ventral
del talamo (Hoshi et al., 2005), sin embargo se desconoce si esta comunicacion a través del

talamo ventral es funcional.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los hallazgos anatémicos, funcionales y conductuales observados en la interaccion Cerebelo >
Talamo > Estriado modifica la idea de que los ganglios basales y el cerebelo son circuitos
paralelos, por el contrario abre la posibilidad de un modelo de comunicacion subcortical de estos
dos sistemas involucrados en el control motor. Los antecedentes mencionados sugieren que el
cerebelo influye sobre la principal entrada de informacién de los ganglios basales, el estriado,
produciendo cuestionamientos sobre las funciones en que el cerebelo pueda influir sobre los

ganglios basales en conductas motoras y no motoras.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Cual es la contribucion de las proyecciones del cerebelo al tdlamo ventral e intralaminar

durante la ejecucion y adquisicion de habilidades motoras?

Cual es la contribucibn de las  proyecciones  subcorticales  di-sinapticas

DCN->Talamo—>Estriado durante la ejecucion y adquisicion de habilidades motoras?
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HIPOTESIS

El cerebelo envia informacién con precision temporal, espacial y dependiente de la tarea
motora demandada, por tanto la inhibicién de las proyecciones DCN->VL; DCN->CL;
DCN->PF afectarda de manera diferente la ejecucion de un desplazamiento
unidireccional en comparacién con un desplazamiento secuencial.

La conexion subcortical disinaptica DCN->Talamo—>Estriado serd requerida para la
correcta ejecucion de habilidades motoras.

La ejecucion de un desplazamiento unidireccional y secuencial tiene componentes
cinematicos diferentes, por tanto la inhibicion de la via subcortical

DCN->Talamo—> Estriado tendra efectos diferentes en cada desplazamiento.

OBJETIVOS

Determinar las proyecciones del cerebelo hacia el talamo y evaluar si estas proyecciones
convergen sobre neuronas que proyectan directamente a los ganglios basales.
Establecer una tarea motora con alta resolucién temporal que contenga dos habilidades
motoras diferentes (desplazamiento unidireccional; desplazamiento secuencial).
Estudiar la contribucion de las proyecciones del cerebelo al tAlamo (DCN->VL; DCN->CL;
DCN->PF) en la ejecucion y adquisicion de estas habilidades motoras.

Estudiar la contribuciéon de las proyecciones subcorticales disinapticas del cerebelo al
estriado (DCN->Talamo—>Estriado) en la ejecucion y adquisicion de estas habilidades

motoras.
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METODOLOGIA

Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité institucional para el cuidado y uso de
los animales de laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM (NUmero de protocolo FTA-

121-17), y la norma oficial mexicana (NOM-062-Z00-1999).

Los experimentos fueron realizados en ratones (2-3 meses de edad) machos y hembras de la
cepa C57BL/6J o ratones transgénicos VGlut2-Cre (apareamientos de por al menos 6
generaciones con ratones de la cepa C57BL/6J; los animales Cre fueron donados por el Dr. Rui
M. Costa, del Champalimaud centre for the unknown, Portugal); los ratones VGIlut2-Cre se
mantuvieron como heterocigotos y fueron obtenidos de colonias generadas en el bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular. Los ratones fueron criados con ciclo luz/oscuridad de 12h (cambio
de ciclo a las 6:00 am/pm) que tuvieron acceso ad libitum a agua y comida previo a iniciar los

experimentos conductuales.

Se realizaron una serie de experimentos para poder responder los objetivos especificos
previamente planteados, a continuacion, se desarrollara la metodologia usada para responder

cada objetivo.

Marcaje transinaptico del cerebelo hacia el estriado a través del
talamo (DCN->Talamo—>Estriado)

Para probar la conexién di-sindptica se us6 un vector viral que permite expresar la proteina Cre
recombinasa (AAV1 hSyn-Cre) en las células de la region inicial y en sus conexiones sinapticas
anterégradas a través de un salto transinaptico, permitiendo la expresiéon de Cre en la
postsinapsis (para este trabajo en la via DCNcre>Talamocre), posteriormente fue posible inyectar
un segundo vector viral dependiente de la presencia de Cre para expresar proteinas que nos

permitieron identificar (proteina fluorescente reportera) o manipular (opsinas inhibitorias o
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excitatorias) la via di-sinaptica (Figura 4A). Con esta estrategia viral bajo el sistema de

recombinacién Cre-lox (Figura 4B) se identificd y manipul6 la via DCNcre—> Talamocre—> Estriado.

Regidn Inicial B

>

Sistema de recombinacion
DCNgre AAV1 Syn-Cre doble marco de lectura invertido (DIQ)

A

loxP lox2722
w (] [ .
28 & & 2 / Proteina
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i) \% Q O : n meotc‘,‘;n — | Elemento regulador . _
o £ ‘v I 8 eYFP-DIO Pl |_postranscripcional .~
% ©
58 £ e z ChR2-DIO
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Figura 4. Esquema de método de marcaje transinaptico anterégrado.

A) La sombra roja muestra el sitio de inyeccion del vector viral transinaptico anterégrado (AAV1 Syn-Cre)
para expresar la proteina Cre en el sitio de inyeccion y en sus contactos post-sinapticos, posteriormente,
la sombra verde muestra la inyeccion de un segundo vector viral para expresar en funcion de la presencia
de la Cre, finalmente se observa la expresion de la proteina de interés en las proyecciones axonales en el

relevo transinaptico (DCN->Th->Estriado).

B) Se observa el mecanismo de expresion condicional a partir del sistema doble marco de lectura invertido
(DIO), en la parte superior se muestra la secuencia invertida de la proteina de interés y los sitios de
recombinacion de la proteina Cre, en la parte inferior se observa el giro de la secuencia para la proteina
de interés después de la recombinacién con Cre.

Inyecciones vectores virales.

Los ratones fueron anestesiados con una mezcla de oxigeno (1 litro/min) e isofluorano (1-2%),
después de verificar que los ratones estuvieran completamente anestesiados su craneo fue
expuesto y se realizaron craneotomias. Usando un inyector (Nanojectll, Drummond scientific)
programado para inyectar 23 nL cada 5 segundos, se inyectaron 400 nL de vector viral
transinaptico anterégrado (AAV1.hSyn.Cre.WPRE.hGH; Addgene) en los DCN. Dos semanas
después se hizo una segunda cirugia en donde se inyectaron 600 nL (VL=200 nL; CL=200 nL;
PF=200 nL) de vector viral para expresar ChR2 (pAAV-EF1a-double floxed-hChR2(H134R)-EYFP-

WPRE-HGHPpA, Vector core, UPENN) o eYFP (AAV1.EF1a.DI0.eYFP.WPRE.hG, Vector core, UPENN)
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dependiente de la proteina Cre, en el talamo contralateral. Al finalizar la cirugia los ratones

fueron mantenidos en sus cajas entre 13-16 dias para permitir la expresion de ChrR2 o eYFP.

Inyeccion de retrobeads. Para los estudios anatomicos en donde se visualizd marcaje
retrogrado, se inyectaron 400 nL de retrobeads (Lumafluor, USA). Esferas de latex que
aprovechan el transporte retrogrado de la célula) en el estriado dorsal lateral. Los ratones fueron

mantenidos en sus cajas entre 13-16 dias para permitir el marcaje retrogrado.

Registro de corrientes postsinapticas evocadas por la activacion

de terminales axonicas DCN->Talamo o DCN->Talamo->Estriado
Después de 13-16 dias de expresion para la proteina ChR2, los ratones fueron anestesiados
con una mezcla de ketamina (120 mg/kg, i.p.; Anestek) y xilacina (30mg/kg, i.p.; Bayer),
posteriormente se realizo perfusion intracardiaca de solucién de corte (a punto de congelacion,
para incrementar la viabilidad del tejido durante el proceso de obtencion de rebanadas) la cual
contiene (en concentracion mM): 242 sacarosa, 2.5 KCI, 7 MgCl2, 28 NaHCOs, 10 glucosa, 1
acido ascérbico, y 3 piruvato de sodio. Para los registros en rebanadas de estriado se obtuvieron
cortes coronales y para registros en el talamo fueron cortes horizontales. Las rebanadas
obtenidas fueron transferidas a solucion de registro la cual contiene (en concentracion mM):
125 NaCl, 3 KCl, 1.3 MgClz, 2.56 CaClz, 26 NaHCOs, 1.25 NaH2P0O4, 15 glucosa; la solucién fue
saturada con una mezcla de 95/5% (02/C0O2), 310 mOsmol/L, pH 7.4. Las rebanadas se
incubaron por al menos 1 hora a temperatura ambiente, posteriormente se transfirieron a la

camara de registro con perfusion continua de solucion de registro (3-5 ml/min).

Las corrientes postsinapticas se obtuvieron en configuracién de célula completa y fueron
evocadas con un pulso de luz azul (1ms, 456 nm; LED pE-100, CoolLED; instalado en el
microscopio de registro), para evaluar la conexion di-sinaptica DCN->Talamo—>Estriado se
registraron pares de células consecutivamente en la regién DLS y DMS de la misma rebanada.

Los registros se adquirieron con micro-pipetas de borosilicato (Harvard apparatus 30-0057) con
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resistencias medidas en la camara de registro de 3-6 MQ. La solucion interna durante el registro
contenia (en concentracion mM): 120 KMeS0s, 2 MgCl2, 10 HEPES, 10 EGTA, 1 CaCly, 2.41

Na2ATP, 1.14 NaGTP, 3.18 biocitina, 10 NaCl, la concentracién osmética fue de 290 mOsmol/L.

Las neuronas se visualizaron usando un filtro infrarrojo en un microscopio vertical (Scientifica
electrophysiology) y una camara digital (Evolution VF FAST). Los registros en configuracion de
célula completa fueron adquiridos a través de un amplificador (PC-501A Warner Instrument
Corp.), una tarjeta NIDAQ (CB 68LP, National Instruments), y el programa Im-Patch

(http://impatch.ifc.unam.mx/).

Conteo de células en la via DCN->Talamo->Estriado

Después del marcaje transinaptico de la via DCNere= Thereevrr (Método arriba) y de la inyeccion
de retrobeads en la region dorsal lateral del estriado (marcaje de las células DCNcre=> There-
eYFP+retrobeads— EStriado), se obtuvieron rebanadas coronales de 100 micrémetros de todo el
talamo, las cuales se montaron y sellaron en portaobjetos (Figura 5A). Para contar las células
marcadas se obtuvieron imagenes confocal (LSM710, Zeiss, con un objetivo W plan-Apochromat
20X/1.0 DIC VIS-IR M27 75mm; z-stacks de cubriendo 30 micrémetros) en dos canales
cubriendo un area de 1.5 a 3 mm?2 [una foto cada 6 micrometros (Figura 5B)], y resolucién de
1024 x 1024 pixeles. Para el analisis se uso el programa Image J y se realiz6 un conteo visual
de las células. Con esta estrategia se contaron las células DCN->Talamicas (DCNcre=> There-evrp)
y las células del tdlamo que recibieron entradas del cerebelo y proyectaban al estriado
(DCNcre=> There-evrr+retrobeads = Estriado), para confirmar la presencia de retrobeads al interior de

las células, se revisé cada foto del z-stack (Figura 5B-D).
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Figura 5. Método de identificacion de células con doble marcaje.

A) Esquema ilustrando la inyeccion del vector viral AAV1 Syn-Cre en los DCN; eYFP en el tdlamo; y
retrobeads en el Estriado dorsal. En la parte inferior se muestran los cortes coronales a diferentes niveles
del talamo en donde se tomaron fotomicrografias.

B) Se muestran fotografias con microscopia confocal a diferentes planos en el eje Z para cubrir el soma
de células con doble marcaje (eYFP + retrobeads).

C) Igual que en B, pero s6lo se muestra la expresion de la proteina eYFP.

D) igual que en B, pero sélo se muestra la presencia de retrobeads, nétese que la marca mas intensa de
retrobeads correlaciona con el centro de la célula con eYFP (plano 3y 4).

Cuantificacion de procesos celulares en la via DCN->Talamo

Se wusaron ratones VGIut2 inyectados unilateralmente con 400 nL de vector viral
(AAV1.EF1a.DIO.Eyfp.WPRE.Hg; Vector core, UPENN) para expresar la proteina eYFP en los DCN,
después de 14 dias de expresion se obtuvieron rebanadas coronales de 100 micrémetros de

grosor. Se tomaron imagenes con microscopia confocal (z-stacks) de un area de 250 um2y de
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6 um en el eje z (una foto cada micrémetro en z), resolucion de 1024 x 1024 pixeles de la region
ventral lateral (VL), ventral medial (VM), central lateral (CL), parafascicular (PF) y central lateral
(CM) del talamo. Para estas imagenes se us6 un objetivo W Plan-Apochromat 63X/1.0 M27. Se
obtuvo una imagen compuesta de los planos en z y se obtuvo la maxima proyeccion en z,
posteriormente se aplicd un filtro Hessian antes de realizar la cuantificacidon de los procesos
celulares, finalmente se realizé el conteo de los procesos usando una gradilla aleatoria de 10x10

pum (Grider et al., 2006).

Entrenamiento de ratones para realizar desplazamientos

unidireccionales y complejos en una palanca

El procedimiento de entrenamiento fue dividido en los siguientes bloques.

Habituacion:

Inicialmente se privé de agua en los ratones y se manipularon por el experimentador durante 3
dias; posteriormente, durante 2 dias, se realizaron aproximaciones sucesivas al tubo de fijacion
de cabeza (headfixed), al dispensador de agua, luces rojas de la caja y a los sonidos del motor
que desplaza la palanca. Una vez que los animales tomaban agua del dispensador y no habia
orina o excretas fueron sujetados de la cabeza por 5 minutos tres veces por dia durante dos
dias. Durante la fase de habituacion los ratones recibieron 1ml de agua via el dispensador, y
cuando no tomaban suficiente del dispensador, el experimentador les daba agua a través de

una pipeta cercana a su boca hasta completar 1ml.

Pre-entrenamiento:

Los ratones fueron fijados de la cabeza durante 30 minutos una vez al dia, con ayuda de un
motor la palanca se presentaba al inicio de la sesion y se retraia cada que los ratones
conseguian el desplazamiento requerido para obtener una recompensa (intervalo entre ensayos:
6 segundos), o si el ratdén sujetaba continuamente 4 segundos la palanca sin conseguir el

desplazamiento requerido (intervalo entre ensayos incorrectos: 10 segundos). Durante todo el
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experimento no hubo ninguna senal que indicara que la palanca estaba disponible y la posicién
inicial de la palanca siempre era la misma durante en cada ensayo (cero para los ejes Xy Y,
determinado por los potencidmetros dentro de la palanca; frecuencia de muestreo en los ejes X
y Y fue a 250 Hz), la lectura de los ejes cambiaba solo hasta que los ratones realizaran un

desplazamiento de ella.

Durante los primeros dias si el raton tocaba la palanca se obtenia una recompensa (gota de
agua de 50uL), posteriormente durante los dias 3-5, se pidi6 a los ratones realizar
desplazamiento de 0.5, 1.0 hasta 2.0mm. La lectura de los potenciémetros para los ejes Xy Y
fueron grabadas a través de una placa Arduino (Arduino UNO), los ratones no podian ver la
posicion de la palanca, por lo tanto, en esta fase se acercaba lo suficientemente para que los
movimientos aleatorio o exploratorios de las extremidades anteriores del ratdon lograran tocar la

palanca.

Entrenamiento desplazamiento unidireccional (8mm atras,
trayectoria 1)

Los ratones fueron fijados de la cabeza durante 30 minutos y se pedia que realizaran
desplazamientos de 2mm, 4mm, 6mm, 8mm en bloques de tres dias. El desplazamiento de
8mm se consideraba aprendido cuando los ratones conseguian al menos 50% o0 mas de ensayos
correctos y latencia de inicio de movimiento < 1 segundo en el Gltimo dia de esta fase. Dos
errores se identificaron en esta fase, ‘No-inicio’: desplazamiento de la palanca menora 1mm, y

‘No-completo T1': desplazamiento menor a la distancia requerida.

Entrenamiento desplazamiento secuencial (atras-adelante)

Los ratones fueron fijados de la cabeza durante 30 minutos y dos nuevas reglas fueron
incorporadas: 1) el primer desplazamiento tenia que alcanzar una zona umbral (>4mm y <8mm),
y 2) los ratones tenian que regresar la palanca a la posicion inicial. Estas reglas permanecieron

para el resto del experimento. Si los ratones desplazaban la palanca sin conseguir el
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desplazamiento correcto se consideraba error, sin embargo, la palanca seguia disponible y

activa para que pudiera comenzar un nuevo intento.

La retroalimentacion de un movimiento incorrecto se indicaba por la ausencia de la entrega de
recompensa, o cuando el ratén sujetaba por mas de 4 segundos continuos la palanca sin
conseguir el desplazamiento requerido. Cuatro errores fueron identificados en esta fase: ‘No-
inicio’: desplazamiento de la palanca menor a 1mm; ‘No-Umbrall’: un desplazamiento mayor a
1mm, pero que no llegd a 4mm; ‘Overshoot’: un desplazamiento mayor a 8 mm; ‘No-regreso’: un

desplazamiento >4mm y <8mm sin que el movimiento regresara a la posicion inicial.

En esta fase la palanca siempre estuvo expuesta y solo se retiraba cuando el ratén sujetaba
continuamente la palanca sin conseguir el desplazamiento requerido. Diariamente se registré la
relacion de ensayos y parametros cinéticos del desplazamiento, si los ratones no conseguian al
menos un 40% de ensayos correctos, los ratones eran removidos del experimento (45 ratones
completaron el entrenamiento total de 51 ratones que iniciaron). Durante esta fase no hubo
ningln estimulo o sefal que los ratones usaran como retroalimentacioén durante la ejecucién de

los desplazamientos requeridos.

Registros electrofisiologicos in vivo

Para investigar el efecto de la inhibicion ontogenética de las proyecciones DCN->Th—>Est sobre
células en el nucleo estriado, ratones C57BL/6J fueron inyectados bilateralmente con 400 nL
de AAV1.hSyn.Cre.WPRE.hGH en los DCN, y 200nL de AAV-Arch-Cre en cada nucleo del talamo

(VL,CL, y PF).

Un mes después, un optrodo a medida [fibra dptica con didmetro de 300 uM (Thorlabs, Inc)
acoplada a un micro-arreglo de electrodos (16 canales, Innovative Neurophysiology, Durham,
NC), fue implantado en el DLS. Después de 4 dias de recuperacion, se adquirieron registros
extracelulares mientras el ratén estaba en una caja de campo abierto (40x40 cm de érea, y

30cm de alto).
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Los registros electrofisiolégicos fueron adquiridos a 30KHz (Cereplex Direct, Black Rock
Microsystems, UT) y procesados con un filtro pasa-alta (750 Hz) para extraer la actividad-
espigas. Se realizé un protocolo de inhibicién optogenética con luz de 556nm, pulsos continuos

de 2 segundos en al menos 30 ensayos (tiempo entre ensayos, 30-40 segundos).

Las unidades fueron clasificadas manualmente en linea a través de umbrales de actividad,
(hopos, Cerebrus, Blackrock Microsystems, UT), y re-clasificacion fuera de linea a través de
analisis de componentes principales (Offline Sorter, Plexon); finalmente los datos fueron
exportados a MATLAB y se realizaron analisis basados en codigos propios. La actividad de
disparo-espiga de cada unidad fue alineada al inicio del pulso de luz y se realizd un analisis de
desplazamiento de ventana (ventana: 200ms, desplazamiento: 25ms), los valores fueron

normalizados (z-score).

Para determinar el porcentaje de neuronas moduladas por los pulsos de luz se comparé la tasa
de disparo de cada ventana contra un tiempo de linea basal (2 segundos previos al inicio de la
luz vs 2 segundos desde el inicio del pulso de luz), a través de método de desplazamiento de
ventana (ventana: 25ms, desplazamiento: 200ms). Las unidades con valores P<0.001 (prueba
Wilcoxon) fueron clasificadas como moduladas. La latencia de inhibicion se consider6 al
identificar el primer desplazamiento con significancia estadistica (p<0.01, prueba Wilcoxon)
comparando linea base (-0.5 a 0 segundos) contra el periodo de luz usando desplazamiento de

ventanas (ventana: 500ms, desplazamiento: 10ms).

Para determinar posibles diferencias de los valores Z entre la linea base y el periodo de luz, se
realizd un analisis de los valores Z comparando -2 a O seg. versus O a 2 seg. (Chen & Popovich,

2002; Sanchez-Fuentes et al., 2021).

Parametros evaluados durante los desplazamientos de la palanca
Un desplazamiento se definié como el movimiento/toque continuo de la palanca y se reiniciaba

cuando el raton soltaba la palanca por 50ms o mas. Los desplazamientos fueron analizados

30

——
| —



individualmente para obtener los siguientes parametros. ‘Duracion’: tiempo desde el inicio del
togue hasta el momento de soltar la palanca; ‘Desplazamiento’: diferencia entre la posicion final
y la posicion inicial de la palanca; ‘Distancia’: suma acumulada del cambio de posiciéon durante
todo el desplazamiento; ‘Velocidad promedio’: cambio en posiciéon (desplazamiento) dividido
entre el tiempo del desplazamiento (duracion); ‘Max velocidad’: el pico maximo obtenido de la
curva de velocidad de cada desplazamiento; ‘Tortuosidad’: distancia dividida por el

desplazamiento.

Durante la fase de desplazamiento unidireccional (T1), se identificaron ensayos correctos
(desplazamiento maximo hacia atras =8mm) y los restantes fueron errores (No-inicio; No-
completo T1); para la fase de desplazamiento secuencial (T2), se identificaron ensayos correctos
(desplazamiento atras >=4mm y <8mm, seguido de desplazamiento hacia adelante <=1mm)y
los restantes fueron (No-inicio; No-umbral; Mov-excedido; No-regreso), para evaluar el error Mov-
excedido-Tipo2 (movimiento atras > desplazamiento promedio atras de dia anterior) medido el
Gltimo dia de entrenamiento, el umbral de maximo desplazamiento fue obtenido del promedio

de trayectorias del dia previo.

Video andlisis de alteraciones en el movimiento

Los ratones fueron video grabados durante los dias de manipulacién optogenética con una
camara Point Grey (Point Grey FL3-U3-13S2C-CS) a una frecuencia de muestreo de 120
fotogramas por segundo. Estos videos permitieron la identificacion y cuantificacion de
alteraciones durante movimiento de alcance (reaching) o sujecion/desplazamiento (gripping).
Alcance: desplazamiento de las extremidades anteriores desde el momento de reposo hasta el
momento de tocar la palanca. Agarre: momento desde que se sujeta la palanca hasta el final

del desplazamiento de la palanca.

Para la figura 16 se realizd un analisis de diferencia de pixeles [(fotograma +1) - (fotograma

actual)] seleccionando la regiéon donde se muestran las extremidades anteriores en el video
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desde el momento en que inicia el pulso de luz y un segundo después; tiempo que cubria todo

el tiempo de la trayectoria realizada.

Los datos de las trayectorias individuales fueron agrupados (Luz - No luz) y se realizd un analisis
de espectro de potencia por frecuencia. Adicionalmente, se realizé6 un analisis visual binario
(O=no; 1=si), para identificar la presencia de alteraciones (similar a temblor como se muestra
en el video S4 en el panel derecho) en el movimiento de alcance de la palanca. Alcance alterado:
movimiento o sacudida de cualquiera de las extremidades anteriores con una amplitud mayor a
la linea base (determinado visualmente por el experimentador, ver video S4). Agarre alterado:
ocurrié cuando cualquiera de las extremidades se deslizaba sobre la palanca o cuando las

falanges presentaban una apertura.

Inhibiciéon optogenética de las proyecciones sinapticas in vivo
Para inhibir las proyecciones DCN->Talamo, se expreso la proteina Arch3.0-eYFP (rAAV5/hsyn-
eArch3.0-eYFP, UNC) bilateralmente en los DCN, seguido del implante de fibras Opticas

(diametro: 300 um, Thorlabs) en el talamo VL, CL, y PF (Figura 13B).

Para inhibir las proyecciones DCN->Talamo—>Estriado se expresé la proteina Arch3.0-eYFP
bilateralmente en el tdlamo con ayuda de la expresion de la proteina Cre proveniente de la
expresion transinaptica de Cre (AAV1.hSyn.Cre.WPRE.hGH) desde el cerebelo (ver método;
Figura 4), seguido del implante de fibras 6pticas (diametro: 300 um, Thorlabs) en el estriado

dorsal lateral (Figura 13C).

La estimulacion optogenética (2 segundos luz prendida, 556nm, activado a través de la placa
Arduino UNO) se dio con un laser (MSL-FN-556, CNI lasers) y el paso de luz se controldé con un
obturador de alta velocidad (SHO5, Thorlabs), el haz de luz se colimd con un cabezal rotatorio
con dos salidas (Doric lenses). En cada experimento se verifico el poder de la luz en el extremo
de la fibra con ayuda de un medidor (PM 100D-S130C, Thorlabs), el poder fue ajustado para

obtener valores alrededor de 12-15mW en el extremo de la punta de la fibra implantada.
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Se realizaron tres protocolos de inhibicion dentro de la misma sesion y solo podia ocurrir un
protocolo por cada ensayo. 1) Antes: el obturador se abria para permitir el paso de luz, en el
momento en que la palanca se presentaba, durante la fase aprendida del movimiento la latencia
para tocar la palanca e iniciar el movimiento era <1 segundo, por tanto, este protocolo cubria el
tiempo antes de iniciar el movimiento y posterior. 2) Inicio: el obturador se abria al momento de
tocar la palanca. 3) Iniciado: el obturador se abria una vez que el ratdn habia iniciado el
movimiento y llevaba un desplazamiento de 2mm para el movimiento hacia atras unidireccional

(T1) y 4mm para el desplazamiento secuencial atras-adelante (T2).

Registro de actividad de calcio in vivo

En ratones C57BL/6J se inyecté unilateralmente 400 nL de vector viral (AAV1-hSyn-Cre) en los
DCN para expresar mediante transinapsis en el talamo la proteina Cre, en seguida, se inyectd
500 nL de un vector viral para expresar el sensor de calcio dependiente de la proteina Cre
(AAV.Syn.Flex.GCaMP6s.WPRE.SV40, #100845, Addgene) en el PF contralateral (Chen et al.,
2013). Dos semanas después, un micro endoscopio (Lens Probe, diametro: 1mm, longitud:
8.4mm, Inscopix) fue implantado en el PF o en el DLS; finalmente, una barra de metal fue
implantada para poder fijar la cabeza del raton. Los ratones tuvieron una semana de

recuperacion post-cirugia y luego fueron entrenados en la tarea conductual.

Las senales de calcio se adquirieron con un microscopio confocal (The Bergamo |l Series,
Thorlabs), acoplado a un objetivo 10X (C-Apochromat 10X/0.45W, ZEISS Microscopy), laser de
488nm (CMLS-1, Thorlabs), a una resolucion de 348x384 pixeles con una frecuencia de
muestreo de 10Hz. Los tiempos de registro de la senal de calcio y la conducta fueron registrados
con una tarjeta Arduino (Arduino MEGA). Los fotogramas fueron transformados a TIFF, y se
realizd correccion de movimiento (TurboReg-plugin) con FlJI (Schindelin et al., 2012). Las

neuronas fueron extraidas usando el método MIN1PIPE (Lu et al., 2018). La actividad de calcio
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en los axones en el DLS fue medida como el promedio del total de luz colectado a través del

microendoscopio en cada fotograma.

El fotoblanqueo fue calculado al ajustar una curva exponencial de dos términos y posteriormente
sustraer la actividad de los axones. Una neurona se consideré modulada cuando la comparacion
estadistica entre el valor promedio de la linea base (-1.5seg a -1.0seg) era diferente de los

valores promedio de la ventana evaluada.

Andlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron en la paqueteria MATLAB o Graphpad prism 6. Se
usé la prueba de Chi-cuadrada para comparar proporciones, la prueba Wilcoxon para
comparaciones pareadasy la prueba U de la Mann Whitney para comparaciones entre los grupos
experimentales y el grupo control. Cuando se hicieron comparaciones multiples, los valores p

fueron corregidos de acuerdo al método FDR (Benjamini & Yekutieli, 2001).

Para analizar los efectos de las manipulaciones optogenéticas durante las diferentes etapas de
la tarea conductual se usoé la prueba Kruskall Wallis, con post hoc Dunnet para comparaciones
multiples. Se realizaron analisis de permutaciones (10,000) en donde se asigné aleatoriamente
la identidad de cada grupo. Cuando se reporta ANOVA, se usé el método Bonferroni para

comparaciones multiples.
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RESULTADOS

El objetivo del trabajo es conocer si los DCN interactdan con el estriado a través del talamo
durante la ejecucion de desplazamientos unidireccionales o en secuencia, para responder esto
se realizaron tres experimentos principales. Primero, se identificd la probabilidad con la que las
neuronas en el estriado responden a la activacibn de las proyecciones del
DCN->Talamo—>Estriado. Segundo, Se identificaron las regiones en el talamo que reciben
proyecciones de los DCN y posteriormente envian proyecciones al estriado
DCN->Talamo—>Estriado. Tercero, se investigb la contribucién de la via DCN->Talamo—> Estriado
durante la ejecucion de desplazamientos unidireccionales o en secuencia a través del

desplazamiento de una palanca. A continuacion, se muestran los resultados encontrados.

La activacion de las proyecciones DCN->talamo->Estriado

modula al estriado con alta probabilidad

Para investigar la eficacia de la conexion disinaptica desde los DCN hacia el estriado se inyectd
un vector viral transinaptico en los DCN, lo que permite la expresion de la proteina Cre en las
células post-sinapticas en el talamo, aunque este método ha sido reportado previamente (Zingg
etal., 2017; Zingg et al., 2020) se verificd su eficacia al inyectar una mezcla de virus AAV1-hsyn-
Cre + Chr2-DIOcre (1:1) en los DCN, en estos mismos ratones se inyect6 el vector viral eYFP-DIOcre
en el tdlamo con el objetivo de visibilizar a las células con marcaje transinaptico (Figura 6A); de
este experimento se observd que el 77% de las células registradas tuvieron corrientes post-

sinapticas (Figura 6B).
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Figura 6. Conectividad funcional del método de marcaje transinaptico.

A) lzquierda :Diagrama del procedimiento usado para marcar células en el tdlamo que reciben
proyecciones de los DCN y la expresion de ChR2 en los axones DCN->Th. Se inyecté una mezcla de AAV1
Syn-Cre + ChR2-DIO en los DCN, y eYFP-DIO en el talamo. ~13 dias después se obtuvieron rebanadas y se
realizaron registros en células con marca positiva a eYFP en el tdlamo. Derecha: trazo representativo de
la corrientes postsinapticas (PSCs) evocadas por la estimulacion con luz azul en las proyecciones DCNcre-
chr2=> There-evrp.

B) Porcentaje de células en el talamo (5 registradas en el VLy 4 en el PF) que presentaron PSCs después
del pulso de luz azul. En la derecha, promedio de la amplitud de las PSCs de cada célula registrada en el
talamo.

Para conocer la probabilidad de conexion de la via DCN->Th->Str se inyect6 el vector viral AAV1-
hsyn-Cre en los DCN para expresar transinapticamente la proteina Cre en el talamo,
posteriormente se inyectdé el vector viral AAV1-ChR2-DIOce en el talamo (Figura 7A),
especificamente en la regiones ventral lateral (VL), central lateral (CL) y parafascicular (Pf) para
expresar la proteina channelrhodopsin-2 (ChR2-DIOcre) (Figura 7A-B). Después de 10 dias se
realizaron registros de célula completa en células del estriado dorsal, mientras se estimulaba a
los axones de las proyecciones DCN->Th—>Str a través del objetivo en el microscopio, para

evocar corrientes postsinapticas (Figura 7C).

Se evocaron corrientes post-sinapticas en el 88% (16/18) de las células registradas en la region
dorsal lateral (DLS) y 83% (15/18) en la region medial (DMS), no se observaron diferencias en
la proporcion de conexidon entre la region DLS y DMS (Figura 7D), ni en sus caracteristicas

electrofisiolégicas como amplitud promedio de la corriente, coeficiente de variacién de la
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corriente, tiempo para obtener la maxima corriente o la latencia para observar una corriente

post-sinaptica (Figure 7E).

Se registrd una célula a la que se administré farmacos para blogquear corrientes de potasio (4-
AP), corrientes de sodio (TTX), y antagonistas de receptores AMPA/kainato (CNQX), este método
permite aislar la corriente postsinaptica y confirmar la dependencia glutamatérgica de la

corriente (Figure 7F).

Finalmente, se identificd que la conectividad puede ocurrir en células espinosas de proyeccion
(SPN) en el DLS (90%) o en el DMS (91%), y en interneuronas putativas (No SPN) tanto en el DLS

(100%) como en el DMS (100) (Figure 7G).
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Figura7. La activacion de las proyecciones DCN->Th—>Estriado modulan al estriado con alta
probabilidad.

A) Diagrama del procedimiento usado para expresar channelrhodopsin-2 (ChR2) en las proyecciones
talamo-estriatales que reciben entradas desde los DCN. Se inyecté el vector AAV Syn-Cre en los DCN, y el
vector para expresar ChR2-DIO fue inyectado en el talamo (VL/CL/PF). Aproximadamente 13 dias
después, se obtuvieron rebanadas de cerebro del niicleo estriado para realizar registros electrofisioldégicos
en configuracion de célula completa.

B) Microfotografias representativas de rebanadas coronales, mostrando los sitios de inyeccién a nivel del
VL, CL, PF. Escala 500 micras.

C) Trazo representativo de corrientes postsinapticas evocadas (PSCs) por la estimulacion de las
proyecciones DCNcre=> Therechr22 Estriado.

D) Porcentaje de células estriatales en las que se evocaron PSCs después del pulso de estimulacion con
luz. DLS: estriado dorsal lateral; DMS: estriado dorsal medial.
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E) Propiedades electrofisiologicas de las PSCs.

F) Curso temporal de la amplitud de las PSCs evocadas en una célula durante la administracién de
farmacos para aislar la corriente postsinaptica.

G) Diagramas de pastel: Proporcion de células estriatales de proyeccion (SPN) y células de no proyeccion
(No-SPN) que presentaron PSCs. Derecha: Trazos representativos de cambios de voltaje en respuesta a
la inyeccion de corriente para identificar SPN vs No-SPN. El nimero de las células en (D) es diferente del
ndmero en (G) debido a que no fue posible obtener registro de voltaje en todas las células.

La proporcion de conexion hacia la region dorsal del estriado es debida a la activacion de axones
provenientes de la region ventral lateral (VL) e intralaminar del talamo (CL,PF), sin embargo
existe un reporte anatdmico argumentando que la regién ventral lateral del talamo que recibe
proyecciones de los DCN no deja proyecciones en el estriado (Kuramoto et al., 2009), este dato
cobra importancia debido a que canénicamente se indica que la region ventral lateral del talamo
que recibe de los DCN envia proyecciones a regiones corticales, por lo tanto obtener evidencia
de proyecciones hacia el estriado dorsal sugeriria un papel diferente de la comunicacion

DCN->VL->Str.

Tomando ventaja de la técnica de transinapsis, se expres6 la proteina Cre en las regiones
postsinapticas del talamo, similar a los experimentos DCN->Th->Str, pero en esta ocasion se
inyect6 el segundo vector viral dirigido solo a la region ventral lateral del talamo (Figura 8Ay 8C).
Se observo que esta conexion es funcional hacia el DLS y tiene una probabilidad del 20% (Figura

8B).
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Figura 8. Conectividad di-sindptica de los DCN al estriado a través del talamo ventral lateral
(DCN->VL->Estriado).

A) Diagrama del procedimiento para expresar channelrhodopsin-2 (ChR2) en las proyecciones
VL—>Estriado que reciben entradas de los DCN (DCNcre=> VLcre-chr2—> Estriado).

B) Proporcion de células estriatales que presentaron corrientes postsinapticas después de la estimulacion
de los axones DCN->VL->Estriado en el estriado.

C) Fotomicrografias mostrando la expresion de ChR2 en el tdlamo a nivel del VL y ausente a nivel del CLy
PF. Escala 500 micras.

Finalmente, como experimento control del probable marcaje de otras regiones diferentes al
tdlamo debido a que las inyecciones pudieran difundirse a otros nlcleos que envien
proyecciones al estriado, se realizd otro experimento en donde se inyecté el vector viral AAV1-
hsyn-Cre en los DCN parar expresar la proteina Cre en las células post-sinapticas, en este caso

se inyect6 un segundo vector viral retrogrado (RetroChR2-DIOcre) directamente en el DLS.

La estrategia anterior permitié registrar corrientes post-sinapticas en las células del estriado
activadas por axones provenientes del talamo y otras probables fuentes post-sinapticas de los
DCN, de este experimento se observd que la probabilidad de conexiéon es similar entre la

estrategia de inyectar directamente a las células post-sinapticas del tdlamo (DCNcre=> There-
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chr2>Str; Figura 9B paneles en color purpura) e inyectar retrogradamente desde el nicleo
estriado para marcar las células post-sinapticas del talamo y otras probables fuente post-

sinapticas (DCNcre=> TheretextraThere—> Str; Figura 9B paneles en color verde).

No se observaron diferencias ni en la probabilidad de conexién, ni en las caracteristicas
electrofisioldégicas entre ambas estrategias (Figura 9C), lo que confirma que la principal via de

comunicacion entre los DCN y el estriado es el talamo.
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Figura 9. Conectividad funcional de la via DCN->Th->Estriado a través de dos estrategias
diferentes.

A) Diagrama ilustrando el registro electrofisiologico de células en el estriado después de inyeccion del
vector viral transinaptico AAV1 Syn-Cre en los DCN vy la inyeccion del vector viral ChR2-DIO en el talamo
(izquierda) o la inyeccion en el estriado dorsal de Retro-ChR2-DIO para marcar retrogradamente al talamo
y otras posibles fuentes.
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B) Porcentaje de células registradas en el estriado dorsal lateral (DLS) que tuvieron corrientes
postsinapticas (PSCs) después de la activacion mediada por ChR2 en las proyecciones DCN=>Th—->DLS
con las dos estrategias evaluadas.

C) Comparacion de las propiedades electrofisiolégicas registradas en cada célula con las dos estrategias
de marcaje.

Las proyecciones de los DCN=>Talamo hacia el estriado dorsal
ocurre principalmente a través de los ndcleos central lateral,
parafascicular, y ventral lateral

La region del DLS recibe proyecciones principalmente de cortezas sensorio-motoras (Yin, 2010),
y debido a que este estudio esta centrado en evaluar el sistema sensorio-motor, se decidié
identificar las regiones en el talamo que reciben proyecciones de los DCN y que envian al DLS.
El virus transinaptico AAV1-hSyn-Cre fue inyectado en los DCN para expresar la proteina Cre en
la post-sinapsis, posteriormente se inyectd un segundo vector viral para expresar la proteina
reportera eYFP dependiente de la proteina Cre en el tdlamo (VL, PF, CL, 200 nL en cada uno),
finalmente se inyectaron 400 nL de retrobeads en el DLS (Figura 10A); esta estrategia permite
identificar células en el talamo con eYFP + retrobeads (DCN->Th->DLS), y células sélo con eYFP

(DCN->Th) (Figura 10B).

Con este experimento se encontrd que la region ventrolateral (VL) y ventromedial (VM) del talamo
fueron los nucleos con mayor nimero de células con el marcador eYFP (Figura 2C), resultados
similares a lo reportado previamente (Aumann & Horne, 1996; Aumann et al., 1994; Gao et al.,
2018; Gornati et al., 2018), sin embargo, cuando se contaron las células con ambos marcadores
se observo que el nlcleo CL y PF tuvieron un mayor nimero (CL vs. VL, VM, VPM, Po, LDVL; y PF
vs. VL, VM; p<0.05, prueba X2, Figura 10D), lo que indica que estos nucleos son mediadores de

la comunicacién di-sinaptica entre los DCN y la regién sensorio-motora del estriado dorsal.

Con base en estos resultados, se seleccionaron tres nucleos (VL; CL y PF) para realizar registros
de célula completa y corroborar la conectividad sugerida por la anatomia. Para esto se inyect6

ChR2-DIOcre €n ratones VGlut2 que expresan la proteina Cre en los DCN, posteriormente se
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inyectaron retrobeads en el DLS (Figura 10E). Se observo que el ndcleo VL presentd una mayor
probabilidad de evocar corrientes post-sinapticas sobre células con eYFP en comparacion con
el nucleo CL y PF (DCN->VL=60%; DCN—->CL=20%; DCN->PF=19%; Figure 10F),
interesantemente se observd que el nucleo PF tuvo una mayor probabilidad de obtener
respuesta cuando se registraron células con eYFP + retrobeads (DCN—->VL->DLS=10%;
DCN->CL->DLS =28%; DCN->PF->DLS =44%; DCN->PF->DLS vs. DCN>VL->DLS, p<0.05,

prueba Chi2; Figure 10G).

Cuando se compard la amplitud promedio de las corrientes, se observd que el ndcleo V0L
present6 una mayor amplitud en comparacion con el ndcleo CL y PF (Figura 10H), finalmente se
observo que la corriente sinaptica evocada puede generar potenciales de accion en los nicleos
evaluados, siendo mayor para el ndcleo VL (Figura 10l). La figura 10J presenta un resumen de
los datos anatomicos y funcionales obtenidos de nuestros experimentos y datos reportados

previamente (Figura 10J).
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Figura 10. Las proyecciones DCN->tdlamo inervan al estriado dorsal, principalmente, a través
de los nicleos ventrolateral, centrolateral, y parafascicular.

A) Diagrama del procedimiento usado para marcar células en el tadlamo que reciben proyecciones de los
DCN y que proyectan al estriado dorsal. Se inyecté6 AAV1 Syn-Cre en los DCN, eYFP-DIO en el talamo
(VL/CL/VL), y retrobeads en el estriado dorsolateral. Treinta dias después, se obtuvieron rebanadas de
cerebro de todo el talamo para determinar el nimero de células con eYFP (DCN->Talamo), y eYFP +
retrobeads (DCN->Th—->DLS).

B) Fotomicrografias de rebanadas coronales de cerebro en diferentes niveles antero-posterior del talamo
de un animal. Insertos muestran 4 diferentes planos focales en el eje Z (2 um cada uno) de las regiones
de interés para visualizar la presencia intracitoplasmatica de retrobeads en las células con doble marcaje.
C) Células eYFP positivas localizadas dentro de diferentes ntcleos en el tdlamo, n=5 animales. *p<0.05,
prueba x2.

D) Células eYFP+retrobeads positivas, n=4 animales. *p<0.05, prueba x2.

E) Se inyecté ChR2-DIO en los DCN de ratones VGIut2-Cre, y retrobeads en el DLS. Aproximadamente, 15
dias después se obtuvieron rebanadas a nivel del tAlamo para realizar registros electrofisiolégicos de
células en el VL, CLy PF.

F) Porcentaje de células eYFP positivas con corrientes postsinapticas. *p<0.05, prueba x2

G) Porcentaje de células eYFP+retrobeads positivas con corrientes postsinapticas. *p<0.05, prueba x2.
H) Comparacion del promedio de las corrientes postsinapticas registradas en el VL, CL, y PF que proyectan
al estriado (circulos purpura) o a otras regiones (circulos vacios). *p<0.05, prueba Kruskal Wallis.

1) Probabilidad de que la corriente postsinaptica evocada genere potenciales de accion en células VL y PF.
J) Resumen de las probabilidades para evocar corrientes postsinapticas (PSCs) o potenciales de accion.
*70% probabilidad de que la activacion dee axones del nlcleo PF evoque PSCs en el DLS, observado en
Diaz-Hernandez et al (Diaz-Hernandez et al., 2018). **20% de probabilidad de que la activacion de axones
DCN->CL genere potenciales de accidon en células del CL, observado en Gornati et al. (Gornati et al., 2018).

Ejecucion de movimientos de alcance, y desplazamientos
unidireccionales 0 en secuencia con ayuda de una palanca

Los resultados mostrados hasta aqui hacen repensar la importancia de la comunicacion
subcortical desde el cerebelo; la visidbn canénica de las proyecciones de los DCN al talamo ha
centrado la discusion en las proyecciones hacia la corteza cerebral y sus efectos motores, sin
embargo, no hay informacion acerca de la comunicacion subcortical durante la ejecucion de

desplazamientos complejos en secuencia, o durante la actualizacion de habilidades motoras.

Para indagar en estos puntos se disené una tarea en la que los ratones son entrenados a realizar
un desplazamiento unidireccional de 8mm (T1), y una vez aprendido este movimiento, se
cambiaron las reglas de ejecucion (actualizacion) pidiéndole a los ratones el incorporar un nuevo
movimiento hasta realizar un desplazamiento hacia atras y otro hacia adelante en secuencia

(T2) (Figura 11A).
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Durante la ejecucion de los desplazamientos se identific6 el momento en que los ratones
iniciaban el movimiento de alcance de la palanca, el desplazamiento de la palanca, y el
momento de la recompensa (Figura 11B). Un ejemplo del desplazamiento unidireccional se
muestra en la Figura 11C, las trayectorias fueron analizadas individualmente para obtener
parametros como duracion, velocidad, distancia, desplazamiento, velocidad maxima y
turtuosidad (Figura 11D), a lo largo del entrenamiento los ratones lograron estabilizar el nimero
de ensayos correctos y disminuyeron los errores de no-inicio y no-objetivol (ensayos correctos,
p=0.01; error no-inicio, p=0.01; error no-objetivol, p=0.01; prueba Wilcoxon pareada) (Figura
11E), incrementando la correlaciéon entre trayectorias a los largo de los dias de entrenamiento

(p< 0.0001, prueba Friedman, Figura 11F).

Una vez que los ratones alcanzaban al menos un 50% de ensayos correctos durante el
desplazamiento unidireccional, dia 14, los ratones fueron entrenados a actualizar el
desplazamiento unidireccional aprendido a un desplazamiento en secuencia de ida y regreso
(Figura 11G). En esta fase, dos reglas fueron incorporadas y permanecieron durante los 15 dias
posteriores de ejecucion del movimiento en secuencia; primera, los ratones tenian que
identificar una zona umbral de desplazamiento para el primer movimiento (>4mm & <8mm;
sombras grises en Figura 11G); segunda, los ratones tenian que regresar la palanca a la zona

de inicio (cuadro rojo en Figura 11G).

Después de 14 dias de entrenamiento las curvas de velocidad correspondientes a la trayectoria
unidireccional (Figura 11G, curva en negro) y en secuencia (Figura 11G, curva en café) muestran
formas diferentes, evidenciando que el desplazamiento unidireccional y en secuencia son
desplazamientos diferentes. Durante la adquisicion de la trayectoria en secuencia se
presentaron ensayos correctos y diferentes errores: error no-inicio; error no-umbrall; error no-
regreso; error tiro-largo (Figura 111); los cuales cambiaron a lo largo del entrenamiento (Figura

11J) y la correlacion entre las trayectorias aument6 (Figura 11K).
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Figura 11. Ejecucién de movimientos de alcance a una palanca y posterior desplazamiento
unidireccional 0 en secuencia.

A) Linea temporal del entrenamiento de ratones para ejecutar un desplazamiento unidireccional
(trayectoria 1) y posteriormente, actualizarlo a ejecutar un desplazamiento en secuencia (trayectoria 2).
B) Izquierda: esquema de la tarea describiendo los estados de la palanca, y la respuesta de los ratones
para realizar movimientos de alcance y los desplazamientos requeridos (trayectoria 1 o 2). Derecha:
fotogramas de los ratones durante la ejecucion del movimiento de alcance y desplazamiento de la
palanca.

C) Trazo promedio del desplazamiento unidireccional (8mm) de la palanca por un animal. El cuadro rojo
indica el umbral a rebasar para considerar un desplazamiento.

D) Ejemplo de un desplazamiento (linea negra). Se muestran las mediciones obtenidas: velocidad (linea
azul), duracion (eje gris), desplazamiento (linea roja).

E) Proporcién de ensayos correctos y errores a lo largo del entrenamiento, n=7 ratones. *p<0.05, prueba
Wilcoxon pareada.

F) Correlacion de las trayectorias ensayo a ensayo para los desplazamientos unidireccionales. *p<0.05
prueba Wilcoxon pareada entre el promedio de correlaciones obtenidas durante los desplazamientos de
2mm y 8mm. Comparacion en cada sesion de las trayectorias (ver métodos). Se muestra promedio + error
estandar.
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G) Ejemplo de la fase de actualizacion de un desplazamiento unidireccional hacia uno en secuencia (dia
1, 2,y 3), y durante la fase tardia (dia 8 y 14).

H) Curvas describiendo la velocidad promedio de los desplazamientos unidireccional tardio (T1, verde, dia
14), en secuencia temprano (T2, negro, dia 1), y en secuencia tardio (T2, café, dia 14). Nétese la similitud
entre las curvas negra y verde.

1) Ejemplo de los posibles desplazamientos realizados durante el desplazamiento en secuencia.

J) Proporcién de ensayos correctos y errores durante los desplazamientos en secuencia.

K) Correlacion de las trayectorias ensayo a ensayo para la trayectoria 2. *p<0.05, prueba Wilcoxon
pareada entre el segundo dia y el dltimo.

Para estandarizar la estrategia conductual presentada en la figura 11 se evaluaron 7 animales
en donde se registré y analizé la duracion, desplazamiento, velocidad maxima, tortuosidad, y
latencia para iniciar las trayectorias unidireccionales (Figura 12A-E), estos mismos animales
realizaron la actualizacion del desplazamiento unidireccional a desplazamiento en secuencia y

las trayectorias fueron analizadas (Figura 12F-J).
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Figura 12. Variables evaluadas durante la ejecucion del desplazamiento unidireccional
(trayectoria 1) y en secuencia (trayectoria 2).

A) Duracién de los desplazamientos unidireccionales a lo largo del entrenamiento. Las lineas punteadas
indican el cambio de bloque para cada requerimiento del desplazamiento.

B) Igual que en A para desplazamiento.
C) Igual que en A para velocidad maxima.

D) Igual que en A para tortuosidad.

E) Igual que en A para latencia para mover la palanca medida desde la salida hasta el inicio de

movimiento.

F) Duracion de los desplazamientos en secuencia atras-adelante (columna izquierda y derecha
respectivamente) a lo largo del entrenamiento.
G) Igual que en F para desplazamiento.

H) Igual que en F para velocidad maxima.

1) Igual que en F para tortuosidad.
J) Igual que en F para latencia.
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Se pudo observar que los ratones lograron realizar el desplazamiento unidireccional (Figura 13A)
y cada uno de ellos desarrollo su propia estrategia para actualizar el desplazamiento

unidireccional a en secuencia (Figura 13B).
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Figura 13. Desplazamientos unidireccionales durante la fase tardia, posterior actualizacion a
desplazamiento en secuencia y finalmente en la fase tardia.

A) En gris se muestran las trayectorias individuales para cada animal y en negro se muestra el promedio
de los desplazamientos por animal durante el Ultimo dia de entrenamiento en el desplazamiento
unidireccional. El cuadro rojo indica la zona umbral para detectar el inicio de un movimiento.

B) En gris se muestran las trayectorias individuales del desplazamiento en secuencia para cada animal;
en negro el promedio para el dia uno, en vino para el dia 2 y en verde para el dia 3 de la fase de
actualizacion. En color azul se muestra un periodo intermedio en la fase de aprendizaje y finalmente en
café la trayectoria promedio durante el Gltimo dia de entrenamiento.

Estrategia para la inhibicibn de las proyecciones individuales
DCN->Talamo y las proyecciones DCN->Talamo-> Estriado

Reportes previos han mostrado que lesiones en los DCN o del estriado dorsal afectan el
movimiento de alcance o parametros cinematicos de desplazamiento de las extremidades
anteriores (Amrani et al., 1996; Dhawale et al., 2021; Kato & Kimura, 1992; Lopez-Huerta et al.,

2021).

Comunmente se sugiere que los ganglios basales son requeridos durante la ejecucion de
desplazamientos en secuencia y acciones dirigidas a objetivos, y el cerebelo es requerido en la
coordinacién motora. Bajo estos supuestos evaluamos dos hipétesis: 1) la comunicacién
cerebelo - estriado contribuye a la ejecucion de desplazamientos en secuencia. 2) Las vias
particulares DCN—->talamo (DCN->VL; DCN->CL; DCN->PF) tienen contribuciones especificas

durante la ejecucion de movimientos con las extremidades anteriores.

Para evaluar estas hip6tesis desarrollamos una estrategia de inhibicidon optogenética de
terminales sinapticas, en donde se inyectd un vector viral para expresar la proteina Arch3.0
(opsina que al estar en presencia de luz verde [565nm longitud onda] inhibe el disparo neuronal
(Chow et al., 2010; Diaz-Hernandez et al., 2018; El-Gaby et al., 2016) en los DCN y sus
proyecciones. Para lograr inhibir especificamente las diferentes proyecciones DCN->talamo, se
implantaron fibras Opticas de 300 micras sobre el nicleo VL (DCNarch-evrr>VL), CL (DCNarch-

evrr2CL), y PF (DCNarchevrr=2 PF) en diferentes grupos de animales (Figura 14B).
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En otro grupo de animales, se inhibid a las transinapsis DCN->Th—->estriado expresando la
proteina Cre en los DCN y en sus células post-sinapticas del talamo, seguido de la expresion de
Arch3.0 dependiente de Cre en el talamo (DCNcre> Tharch-evrr> DLS); implantando fibras dpticas
en el DLS (Figura 14C). Para estos experimentos se verificd que la inyeccion cubriera los DCN
(Figura 14A), y que la posicion bilateral de las fibras Opticas estuviera sobre los nicleos a inhibir
(Figura 14D). Se corrieron grupos control para cada nicleo en donde se inyect6 sélo la proteina

eYFP (Figura 14E).
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Figura 14. Posicién de las puntas de las fibras 6pticas implantadas en los animales evaluados
durante los protocolos de inhibiciéon optogenética.
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A) Maxima proyeccion de fotografias confocales de rebanadas coronales a nivel del cerebelo, 10 animales
en los que se expreso Arch3.0-eYFP en los nucleos profundos del cerebelo (DCN).

B) Paneles superiores: diagramas de la posicion de las fibras épticas para inhibir las proyecciones mono-
sinapticas de los DCN en el nucleo ventral lateral (DCNarcheyrrVL) , central lateral (DCNarchevrPr2CL), O
parafascicular (DCNarchevrr2>PF) del talamo. Abajo: Fotomicrografias representativas de rebanadas
coronales mostrando la posicion bilateral de las fibras épticas implantadas (lineas punteadas) en un
animal para cada grupo; se observan las proyecciones que expresan la proteina Arch3.0.

C) Panel superior: diagrama de la posicion de las fibras épticas para inhibir las proyecciones di-sinapticas
(DCNcre=> Tharcheyrr>DLS) en el estriado dorsal lateral (DLS). Abajo: Fotomicrografia representativa de
rebanadas coronales mostrando la posicion bilateral de las fibras 6pticas implantadas (lineas punteadas);
se observa las proyecciones provenientes de la transinapsis en el talamo (VL, CL, y PF; procedimiento
similar a la Figura 7) que expresan la proteina Arch3.0.

D) Posicién de las puntas de las fibras 6pticas de los animales que fueron incluidos en los analisis de la
manipulacion optogenética para los grupos que expresan la proteina Arch3.0.

E) Igual que en D, pero para los grupos que expresan sélo la proteina eYFP. VL: ventral lateral, CL: central
lateral, PF parafascicular.

Se verificd que la iluminacién con luz verde (565nm) a través de la fibra éptica inhibiera la
actividad basal de las células que reciben las transinapsis DCN=>Th->. Para ello, se usé la
estrategia de transinapsis igual que en el grupo de la Figura 14Cy se implant6 un optrodo (fibra
Optica + electrodo) en el DLS (Figura 15A). Se administraron pulsos de luz (Figura 15B) similares
en amplitud y duracién a los administrados durante los protocolos de inhibicidon optogenética.
Se pudo observar una disminucion en la frecuencia de disparo basal en el 48% de las neuronas

registradas (Figura 15C-G).
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Figura 15. Modulaci6n de la actividad estriatal por la inhibicién optogenética de las proyecciones
DCNcre=> TharcheyrrDLS.

A) Izquierda: Diagrama de una rebanada sagital de cerebro mostrando la estrategia de marcaje
transinaptico, y posicion del optrodo de registro en el estriado dorsal. Inyeccion viral AAV1 Syn-Cre en los
DCN, seguido de la inyeccion de Arch3.0 en el tAlamo. Se muestra la posicion de la fibra éptica y electrodo
de registro en el estriado. Derecha: fotografia de rebanada coronal de cerebro mostrando la posicion de
la fibra Optica y electrodo en el estriado dorsal lateral (DLS). Escala, 500 micras.

B) Gréafica de ocurrencia con histograma peri-evento de la actividad de una célula con alineacién al
momento en que se da el pulso de luz, similar al empleado durante los protocolos de inhibicion en los
grupos experimentales DCN->Th->DLS. Inserto muestra la forma de onda obtenida de la célula registrada.
C) Mapa de color mostrando la actividad de 39 células obtenidas en 6 sesiones (electrodo se avanzé en
cada sesion 50 micras) y registradas mientras el ratén estaba en libre movimiento en un campo abierto.
Alineamiento corresponde al inicio del pulso de luz inhibitorio.

D) Registro del LFP durante la estimulacién de luz. Los trazos superiores muestran el registro crudo de la
senal electrofisiolégica con (negro) y sin (gris) filtro pasabajas. El trazo filtrado esta expandido abajo para
mejor visualizacion.

E) Promedio de la actividad (Z-score) para las unidades inhibidas (naranja), activadas (negro), y todas las
unidades (gris). Inserto de grafico de pastel muestra la proporcion de células inhibidas, activadas y no
moduladas.

F) Comparacion de la medida z-score durante la linea base contra el periodo de luz en las unidades
inhibidas o activadas (ver método).

G) Comparacién pareada de la taza de disparo de las células inhibidas y activadas. *p<0.05, prueba
Wilcoxon. DCN: nlcleos cerebeloso profundos, Th: Talamo, DSL: estriado dorsolateral, Ctx: corteza
cerebral.
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La inhibiciéon de las proyecciones individuales al DCN->Talamo
afectan el movimiento de alcance o los desplazamientos
unidireccionales, mientras que la inhibicion de la proyeccion
DCN->Talamo->Estriado solo afecta el movimiento de alcance

La evaluacioén de la inhibicion durante la ejecucion del desplazamiento unidireccional se realizé
el dia 14 después de haber iniciado el entrenamiento (Figura 17A). Se tomé ventaja de la
estereotipia en el movimiento y se dieron pulsos de luz verde, con un 20% de probabilidad, a la
salida de la palanca con duracién de 2 segundos (Figura 17A); para este dia los animales
realizaban desplazamientos con latencias de inicio de movimiento alrededor de 500 ms (Figura
12E) y ejecucion de todo el movimiento alrededor de 500 ms (Figura 12A), lo que permitié que

el pulso de luz cubriera todo el movimiento.

Durante la fase de aprendizaje, en ausencia de inhibicién, no hubo diferencias entre los grupos
ni con expresion de la proteina Arch3.0 o solo la proteina eYFP (Figura 16, en escala de grises
para grupos solo con eYFP y en color los grupos con Arch3.0). Como grupo control se mezcl6 a
todos los ratones a los que se habia expresado sélo la proteina eYFP, ya que no se observé
ninguna diferencia entre ellos, ni en la forma de adquirir el desplazamiento unidireccional, ni
durante la fase de inhibicion de las proyecciones DCN—=>VLevip, DCN—>ClLevrr, DCN—> PFevee,

DCNcre=2>Thevrr>DLS (Figura 16, grupos en escala de grises).
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Figura 16. Comparacion a lo largo del entrenamiento para los grupos con expresion de la
proteina Arch-3.0 y grupos control con sélo la expresién de eYFP.

A) lzquierda: Linea temporal indicando el dia de manipulaciéon durante la fase tardia del
entrenamiento en el desplazamiento unidireccional. Derecha: Esquema indicando que la luz
inhibitoria fue administrada durante el experimento en tres condiciones, antes de iniciar el
desplazamiento, al inicio del desplazamiento y una vez iniciado el desplazamiento.

B) Izquierda: porcentaje de ensayos correctos a lo largo del entrenamiento para los grupos
control (Solo expresion eYFP, lineas en escala de grises) y para los grupos con Arch-3.0 (lineas
en color). Derecha: porcentaje de ensayos correctos. De arriba hacia abajo, efecto de la
inhibicion administrada antes, al inicio o una vez iniciado el desplazamiento.

C) Igual que en B, pero para distancia.

D) Igual que en B, pero para desplazamiento.

E) Igual que en B, pero para velocidad promedio.

F) Igual que en B, pero para tortuosidad.

Se observd que la inhibicién optogenética administrada antes de iniciar el movimiento tuvo
efectos sobre el grupo DCN->VLarch evrr Yy DCN->Clarch evre. En el primero increment6 la distancia
total y el desplazamiento del movimiento (AONn-Offgistancia= 1.3+0.5 y AON-Offdesplazamiento=
0.45+0.14, p<0.05; prueba Kruskal Walis; Figura 17B-D), lo que sugiere dismetria en el
movimiento; mientras que en el segundo disminuyo la tortuosidad del desplazamiento (AOn-
Offtortuosidad= -0.09+0.02, p<0.05, prueba Kruskal Wallis, Figura 17F), dando como resultado un
movimiento suavizado, y un aumento en el nimero de trayectorias correctas (p<0.05, prueba

Kruskal Wallis; Figura 17G).

Noétese que ni la inhibicion sobre la via DCN—>PF, ni sobre las proyecciones di-sinapticas

DCN->Th->DLS provocé alteraciones en el movimiento (Figura 17C-G, cajas purpura).
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Figura 17. Inhibicién individual de las vias DCN->Talamo afecta de manera diferente la
ejecucion del desplazamiento unidireccional, mientras que la via disinaptica al estriado
no afecta la ejecucion.

A) Izquierda: linea temporal indicando el dia de inhibicion (verde) durante la fase aprendida del
movimiento unidireccional. Derecho: Esquema de la tarea indicando que la luz inhibitoria fue presentada
en el momento en que la palanca se presenta, antes de iniciar el movimiento.

B) Ejemplos de desplazamiento promedio con (verde, On) y sin (negro, Off) inhibicion.

C) Efecto de la inhibicion optogenética sobre la distancia evaluada en el desplazamiento unidireccional.
Arriba: comparacion de diferencia entre la condicién con luz y sin luz (AOn-Off) para todos los grupos.
*p<0.05, prueba Kruskall Wallis, post hoc Dunnett. Abajo: Graficos pareados mostrando el promedio de
la distancia obtenido en la condicién sin luz y con luz para todos los grupos.

D) Igual que en C, pero para desplazamiento.

E) Igual que en C, pero para velocidad promedio.

F) Igual que en C, pero para tortuosidad.

G) Igual que en C, pero para ensayos correctos.

Debido a que no hubo ninguna alteracion motora en la via di-sinaptica DCN->Th—->DLS durante
las inhibiciones optogenéticas en el desplazamiento unidireccional, se analizaron los videos
para evaluar si habia alteraciones durante el movimiento de alcance de la palanca. Se realiz6
un analisis de diferencia de pixeles (ver método) sobre el area del video en donde ocurria el
movimiento de las extremidades anteriores para alcanzar la palanca. Sobre estos datos se

analizé el espectro de poder para identificar si habia diferencia del movimiento, se observo que
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habia un incremento en el espectro de poder en la banda de 10 a 30 Hz (Figura 18A), congruente

con trabajos previos que reportan temblor cerebeloso (Pan et al., 2020).

Se calcul6 el porcentaje de ensayos con alteraciones en el movimiento de alcance y se observé
que la inhibicion de vias individuales (DCN->VL; DCN->PF) o la inhibicion general de las
proyecciones disinapticas (DCN->Th—->DLS) incrementé la presencia de alteraciones en el
movimiento de alcance (Figura 18B), también se observé que el porcentaje de alteraciones en

la sujecion de la palanca no cambi6 con este protocolo de inhibicién (Figura 18C).
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Figura 18. La inhibicion de la via DCN-=>Th->DLS afecta el movimiento de alcance.

A) Arriba: fotogramas ilustrando un ratén al realizar el movimiento de alcance y desplazamiento
unidireccional. Abajo izquierda: diferencia de pixeles acumulada tomada de las regiones de interés en los
fotogramas (cuadros en lineas punteadas cubriendo las extremidades). Abajo centro: espectrograma de
ensayos individuales compuestos de la diferencia de pixeles. Abajo derecha: comparaciéon pareada del
espectro de poder analizado en la banda 10-30Hz durante la condicion sin (Off) y con (On) luz.

B) Proporcion de ensayos que presentaron alteracion en el movimiento de alcance.

C) Proporcion de ensayos con alteracion en el agarre mientras se realizé el desplazamiento.

Estos resultados muestran que las proyecciones DCN—>Talamo contribuyen a la ejecucion
apropiada del desplazamiento unidireccional, mientras que la via disinaptica no influye en la

ejecucion del desplazamiento unidireccional, pero si durante el movimiento de alcance.
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Inhibicion de las proyecciones disinapticas
DCN->Talamo—->Estriado  afecta la  actualizacion  del
desplazamiento unidireccional a desplazamientos en secuencia

Para evaluar la contribucion de las proyecciones mencionadas sobre la actualizacion de
desplazamientos unidireccionales a secuenciales los ratones fueron entrenados un dia mas en
la ejecucion de desplazamientos unidireccionales (sin inhibicién optogenética), y posteriormente
se cambid al entrenamiento para desplazar la palanca hacia atras - adelante en secuencia.
Durante el cambio de unidireccional a secuencial se administré inhibicion optogenética durante
los primeros tres dias; estos primeros 3 dias representan el periodo de cambio en que la curva

de aprendizaje llega a la mitad de la asintota en el aprendizaje (Figura 19A).
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Figura 19. Curvas de aprendizaje durante la actualizacion de unidireccional a la trayectoria en
secuencia (atras-adelante), mismos animales mostrados en la figura 11.

A) Ensayos correctos a lo largo de la adquisicion de la trayectoria en secuencia con ajuste de la funcion
Weibull (y=A(1-2-[(x/L)"S]); A= asintota; L= latencia; S=Inicio de crecimiento de la curva) (Gallistel et al.,
2004, Harris, 2011). La linea punteada separa los primeros tres dias de adquisicion.

B) Asintota: valor maximo alcanzado con el ajuste Weibull en la curva de aprendizaje.

C) Forma de la curva con ajuste Weibull.

D) Latencia para conseguir la mitad del valor de la asintota.

Para conocer si estas vias eran requeridas durante la ejecuciéon de desplazamientos en
secuencia, se inhibieron las proyecciones de la via DCN->Th->DLS o DCN->Th durante los

primeros tres dias de entrenamiento (en el 40% de los intentos se dieron pulsos de luz verde
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durante 2 segundos acoplada al momento de iniciar el movimiento (Figura 20A)); este protocolo
se selecciond para inhibir desde el inicio del movimiento y hasta su término debido a que

durante esta fase la latencia de inicio fue mayor a dos segundos (ver Figura 12J).

De este experimento se observé que la inhibicion de la via DCN->Th->DLS y DCN->VL afecté la
ejecucion del desplazamiento en secuencia durante la fase de actualizacion. Ejemplos de estos
efectos son presentados en la Figura 20B y video S5, nétese que estos efectos fueron
observados en una ventana especifica de ensayos durante esta fase (ensayos 94-240; Figura

21A-C, sombra purpura).
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Figura 20. Las proyecciones DCN->Th->DLS contribuyen a la actualizacion de un
desplazamiento unidireccional a en secuencia.

A) Izquierda: Linea temporal remarcando que las manipulaciones ocurrieron durante los primeros 3 dias
de la fase de actualizacion de un desplazamiento unidireccional (trayectoria 1) a uno en secuencia
(trayectoria 2). Derecha: Esquema indicando que la luz inhibitoria fue dada al momento de iniciar el
desplazamiento.

B) Trayectorias representativas durante ensayos con (verde) y sin (negro) inhibicion.

C) Efecto de la inhibicion optogenética sobre el error-excedido del desplazamiento. Arriba: valor de la
diferencia del error-excedido (AOn-Off) para todos los grupos, *p<0.05, prueba Kruskall Wallis, post hoc
Dunnett. Abajo: Graficos pareado del promedio de errores observados por animal en ensayos con (On) y
sin (Off) inhibicion optogenética.
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D) Igual que en C, pero para desplazamiento hacia atras.

E) Igual que en C, pero para velocidad maxima del desplazamiento hacia adelante.
F) Igual que en C, pero para los eventos de agarre alterado.

G) Igual que en C, pero para la tortuosidad del desplazamiento.

La inhibicién en el grupo DCN->Th->DLS o DCN->VL presento movimientos excedidos, mayor
desplazamiento y un aumento en la velocidad maxima en el movimiento de regreso
(DCN->Th-> DLSovershoot 20n-0f=9.8% 4%, DCN->VLovershoot 10n-0ff=8.2+ 3%, DCN->Th—> DLSesplazamiento
ponofi=0.92 0.2mm, DCN—=>Th—>DLSvel max. aon-or=13% 3mm/s, DCN—=>VLvel max. aon-0=9.6+ 3mm/s,
p<0.05, prueba Kruskal Wallis, Figuras 20C-E, valores p especificos de estadistico pueden

consultarse en tabla S1).

El andlisis de los videos mostré que la inhibicion en el grupo DCN->Th—->DLS provocd
alteraciones en la sujecion de la palanca (AOn-Off= 17+2%, Figura 20F). En esta fase la
inhibicién no afectd la tortuosidad del movimiento (Figura 20G) o los errores de no-inicio, no-
umbrall, no-regreso (p>0.05, prueba Kruskal Wallis, Tabla S1).
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Figura 21. Ensayos especificos donde la inhibicion de la via DCN->Th->DLS afectdé los
desplazamientos durante la actualizacion de los desplazamientos unidireccionales a en
secuencia.

A) Primeros 300 ensayos durante la fase de actualizacién. Cada punto representa el p-valor de la prueba
U de Mann-Whitney comparando una ventana de 100 ensayos entre el grupo control y los grupos Arch
para la variable desplazamiento-excedido, con un desplazamiento de la ventana cada 5 ensayos. La
sombra purpura representa la region de ensayos en los que se presentaron los principales efectos.

B) Igual que en A, pero para desplazamiento atras.

C) Igual que en A, pero para velocidad maxima. Las flechas indican el incremento o disminucion en los
valores AOn-Off.
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En suma, estos resultados muestran que las proyecciones DCN->Th->DLS y DCN->VL
contribuyen durante la ejecucion de los desplazamientos (en linea) y durante la actualizacién

del desplazamiento unidireccional a en secuencia.

Las proyecciones DCN->Talamo son requeridas mas alla del
control de movimiento en linea: alteraciones no-motoras durante
la actualizacion

Para investigar si la inhibicion provocaba afectaciones no motoras en la fase de actualizacion,
diferente a la observada con el andlisis durante la ejecucion en linea (comparaciones AOn-Off),
se agruparon todas las trayectorias con inhibicién y sin inhibicién (concatenando las trayectorias
realizadas durante los primeros tres dias de actualizacién, ~300 trayectorias, los ratones

realizaron 130 + 40 trayectorias por dia).

Al analizar los ensayos correctos en estos datos se observd un efecto de interacciéon
(F56,630=1.65, p=0.002; prueba ANOVA medidas repetidas), con una disminuciéon en el
porcentaje de trayectorias correctas a lo largo del entrenamiento en los grupos DCN->VL y
DCN->CL en comparacion con el grupo control (p<0.05, prueba Bonferroni post hoc; asteriscos
en Figura 22A). Estos mismos datos analizados con una funcién de distribucién acumulada
(CDF) mostraron que la probabilidad de obtener trayectorias correctas disminuy6 en los grupos
DCN->VL, DCN->CL, y también se revelé una menor probabilidad de ensayos correctos en el
grupo DCN->Th->DLS (p<0.0001; p<0.0001; p<0.005, respectivamente; prueba Kolgomorov-

Smirnov, Figura 22B, curvas desplazadas a la izquierda en relacion con el grupo control).

El analisis en los errores desplazamiento-excedido (una medida que indica la prevalencia del
desplazamiento unidireccional) y en los errores no-regreso (una medida que indica la adquisicion
de la nueva regla) reveld que el grupo DCN->PF presenté una mayor cantidad de estos errores
en los primeros ensayos de la fase de actualizaciébn comparado con los controles (p=0.007,

p=0.008, respectivamente; ANOVA medidas repetidas Bonferroni, post hoc, Figura 22C y 22E) .
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Este grupo al igual que el grupo DCN->CL mostraron una mayor probabilidad de tener estos
errores; ambas curvas (CDF) estan desplazadas a la derecha comparado con la CDF del grupo

control (p<0.007, p=0.008, prueba Kolgomorov-Smirnov, Figura 22D y 22F, respectivamente).

Finalmente, se observé que la inhibicién en los grupos DCN->Th->DLS y el DCN->VL provocaron
una mayor probabilidad de que ocurrieran errores de no-inicio y no-umbrall (p<0.02, prueba
Kolgomorov Smirnov, Figura 22H-J). En resumen, se observd que las proyecciones
DCN->Th->DLS y las proyecciones DCN->Talamo, principalmente la via DCN->PF tiene
contribuciones especificas durante la actualizacidon de un desplazamiento unidireccional a

secuencial.
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Figura 22. Efectos no motores de las proyecciones DCN->Th y DCN->Th->DLS en la
actualizacion del desplazamiento unidireccional a en secuencia.
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A) Porcentaje de ensayos correctos dentro de los primeros 300 ensayos acumulados con y sin inhibicion
ordenados en bloques (de 20 ensayos) en la fase de actualizacion (primeros 3 dias del cambio de
desplazamiento unidireccional a en secuencia).

B) Funcién de distribucion acumulada (probabilidad) tomando los datos de ensayos correctos en A.

C) Igual que A, para el error de desplazamiento excedido.

D) Probabilidad error de desplazamiento excedido, tomando los datos de C.

E) Igual que A, para el error no-regreso.

F) Probabilidad error no-regreso, tomando los datos de E.

G) Igual que A, para el error no-umbral.

H) Probabilidad error no-umbral, tomando los datos de G.

1) Igual que A, para el error no-inicio.

J) Probabilidad error no-inicio, tomando los datos de I.

La inhibicion de las proyecciones DCN->Talamo->DLS afecta el
movimiento de alcance y la ejecucion de desplazamientos en
secuencia aun en el entrenamiento tardio

Los resultados previos mostraron que la via DCN-=>Th—>DLS participa en el control de la
ejecucion de los desplazamientos en secuencia en la fase de actualizacion (Figura 20-21), pero
no durante la ejecucion de un desplazamiento unidireccional en etapas tardias de
entrenamiento (Figura 17). Con base en estos hallazgos, nos preguntamos si la via
DCN->Th->DLS era requerida aun durante la ejecucion de desplazamientos en secuencia en

etapas tardias del entrenamiento.

Para probar esta idea, después de los primeros tres dias de inhibicion optogenética (fase de
actualizacién) se continu6 entrenando a los mismos ratones durante 11 dias (en estos dias no
hubo ningln protocolo de inhibicion) hasta llegar a 14 dias en la ejecucion del desplazamiento
en secuencia y se realizd una Ultima sesién de inhibicion optogenética (Figura 23A). Se reviso si
las curvas de aprendizaje fueron diferentes (p>0.05, ANOVA medidas repetidas, Figura 23B), y
al comparar parametros como asintota, forma de crecimiento, o latencia de las curvas de
aprendizaje no se observaron diferencias entre los grupos (Figura 23C). Sugiriendo que todos

los grupos llegaron al entrenamiento tardio de manera similar.
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Figura 23. La inhibicion en la fase de actualizacién no afect6 el aprendizaje del desplazamiento
en secuencia.

A) Arriba izquierda: Linea temporal indicando en verde la manipulacién en el entrenamiento temprano del
desplazamiento en secuencia, y posterior entrenamiento sin inhibicion hasta llegar al dia 14. Abajo
izquierda: Esquema indicando que la luz inhibitoria fue administrada al inicio del movimiento.

B) Porcentaje de ensayos correctos a lo largo de todo el enteramiento, se tomaron hasta 2000
(aproximadamente cada raton realizd 130+30 ensayos por dia) ensayos para evaluar la curva de forma
similar en todos los grupos. Las sombras verdes muestran los ensayos analizados para la figura 19 y 20.
C) Parametros obtenidos de analizar las curvas de aprendizaje con el ajuste de funcion Weibull; asintota
de la curva, forma de crecimiento de la curva, y latencia para conseguir la mitad del valor de la asintota.

Posteriormente, todos los animales recibieron una sesion final de inhibicidbn optogenética,
durante esta sesion se dieron tres protocolos: inhibicion antes de iniciar el movimiento; al inicio

del movimiento; y cuando el movimiento ya habia iniciado (Figura 24A).

La inhibicion de la disinapsis DCN->Th—->DLS antes de iniciar el movimiento o después de
haberlo iniciado increment6 el error no-regreso (AON-Offantes= 2.4+1%; AON-Offiniciado= 15+1%;
p=0.008 y p=0.001, prueba Kruskal Wallis, Figura 24C, primera y tercera columna), y un tipo de
error llamado sobretiro tipo 2 (AOn-Offantes= 14.915%; p=0.04, prueba Kruskal Wallis). Este
Gltimo protocolo de inhibicién provocd que el nuevo movimiento incorporado (regreso) terminara
alejado de la zona de regreso (Figura 24D), lo que provocéd una disminucién en el nimero de
ensayos correctos (AOn-Off= -18+3%; p=0.01, prueba Kruskal Wallis, Figura 24E, tercera

columna).
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El analisis de los videos de esta Ultima inhibicion mostré que la inhibicion de las vias
DCN->Th->DLS o DCN->PF administrada antes de iniciar el movimiento afectd el movimiento
de alcance de la palanca (DCN->Th->DLSnonorr= 24+5%, DCN->PFaonofi= 25+4%; prueba
Kruskal Wallis, Figura 24F), este movimiento no se alteré ni en la inhibicion dada al inicio o
cuando ya habia iniciado el movimiento, sin embargo estos Ultimos protocolos si afectaron la
sujecion de la palanca (DCN->Th—> DLSaon-offinicio)= 29£6%, DCN-> PFaon-off(inicio)= 20+5%, p<0.004

y p<0.01; DCN->Th->DLSaon-off(iniciado)= 31£10%, p<0.001, prueba Kruskal Wallis, Figura 24G).

Estos resultados muestran que las proyecciones disinapticas DCN->Th—>DLS y la via DCN->PF
contribuyen al movimiento de alcance y la ejecucion de desplazamientos en secuencia, aun la
fase tardia de entrenamiento, con un efecto mayor observado en el movimiento de regreso
durante la ejecucion de los desplazamientos en secuencia. Notese que la inhibicion de estas
vias no afect6 la ejecucion del desplazamiento unidireccional, pero si son requeridas durante la

ejecucion de los desplazamientos en secuencia.

En resumen, los resultados de la inhibicidon optogenética provee tres hallazgos. 1) la conexion
disinaptica entre los DCNy el estriado (DCN->Th—>DLS), y la proyeccion DCN—>PF contribuyen a
la apropiada ejecucion del movimiento de alcance de la palanca. 2) La via DCN=>Th->DLS y
DCN->VL contribuyen en el control motor en linea para permitir una apropiada actualizacion de
desplazamientos unidireccionales a secuenciales. 3) La via DCN->Th—->DLS y DCN->PF son
requeridas en la fase de actualizacion y siguen siendo requeridas cuando el desplazamiento en

secuencia ya es estable.
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Figura 24. La inhibiciobn de la via DCN->Th->DLS afecta el movimiento de alcance y el
desplazamiento en secuencia en el entrenamiento tardio.

A) Izquierda: Linea temporal remarcando el dia de la manipulacion en la fase tardia del entrenamiento en
secuencia. Derecha: Esquema indicando que la inhibicién optogenética fue dada en tres condiciones:
antes de iniciar el movimiento, al momento de tocar la palanca, y cuando el movimiento ya habia iniciado.
B) Desplazamiento en secuencia representativo del efecto con (verde) y sin (negro) luz inhibitoria. El
ensayo sin inhibicion (negro) muestra una trayectoria correcta, mientras que el ensayo con inhibicion
optogenética (verde) muestra el error no-regreso observado al inhibir la via disinaptica DCN->Th->DLS.
C) De izquierda a derecha: efecto de la inhibicién optogenética en la presencia del error no-regreso cuando
la luz se present6 antes de iniciar, al inicio, y una vez iniciado el movimiento. Arriba: valores de la diferencia
entre la condicién con y sin luz (AOn-Off), *p<0.05, prueba Kruskal Wallis, post hoc Dunnett. Abajo:
Graficos pareados mostrando el promedio del efecto en la condicién sin (Off) y con (On) luz; *p<0.05,
prueba Wilcoxon.

D) Igual que en C, para el desplazamiento hacia adelante.

E) Igual que en C, para el porcentaje de ensayos correctos.

F) Proporcién de ensayos que presentaron alteraciones en el movimiento de alcance durante la inhibicion.
G) Proporcion de ensayos que presentaron alteraciones en el agarre de la palanca durante los periodos
de inhibicion.
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Registro de transitorios de GCaMP en células de la via DCN->PF
muestran modulacion durante los desplazamientos
unidireccionales y en secuencia

Para validar la modulacién de las proyecciones DCN->Th->DLS durante la ejecucién del
desplazamiento unidireccional en comparacion con el movimiento en secuencia, se realizd un
par de experimentos adicionales. 1) Se monitoreo la actividad de neuronas DCN-> PF (por medio
de GCaMP) y 2) se monitoreo la actividad de los axones de la via DCN->Th—->DLS (también por
GCaMP) mientras los animales ejecutaban los desplazamientos unidireccionales, y fase de
actualizacién a desplazamientos en secuencia. Para conseguir esto, se us6 la estrategia de

marcaje transinaptico, en este caso expresando GCaMP en las neuronas DCN->PF en el tdlamo.

En un animal se monitoreo la via DCN-> PF. En breve, se expreso la proteina Cre en los DCN del
cerebelo (similar a la figura 2) y en las células postsinapticas del talamo, especificamente en el
PF, se inyect6 el vector viral AAV-GCaMP-DIO para expresar la proteina GCaMP en neuronas
DCN->PF; un par de semanas después se implanté un microendoscopio en el nicleo PF (Figura

25A-B). Este raton fue entrenado en la tarea conductual.

Se monitoreo los transitorios de GCaMP de las células DCN—->PF durante la ejecucion de
desplazamientos unidireccionales, observando que hasta un 88% de las células registradas se
activaron durante el movimiento de alcance y el desplazamiento unidireccional (promedio (%)
de células reclutadas en una ventana de 0 a 400 ms comparado con la linea base de -1.5 a -
1.0 segundos; salida palanca=0%; movimiento de alcance=64%; desplazamiento=71%, Figura
25D), y hasta un 85% de células durante el desplazamiento en secuencia de la palanca (salida

palanca=2%; movimiento de alcance=40%; desplazamiento=71%; Figura 25E).

De resaltar, durante la fase de actualizacién del desplazamiento unidireccional a en secuencia
se observo que en el segundo dia hubo un incremento de células moduladas comparado con el

primer y tercer dia (Figura 25F, panel medial). Este resultado es compatible con el hallazgo de
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que la inhibicion optogenética afecto las trayectorias en una ventana entre las trayectorias 96-
240 (Figura 20-21), sugiriendo que la comunicacion DCN->PF es requerida en momentos

especificos durante la fase de aprendizaje de habilidades motoras.
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Figura 25. Registro de la actividad neuronal por registros de GCaMP en células DCN->PF,
durante la ejecucién de desplazamientos unidireccionales o en secuencia.

A) Esquema ilustrando el sitio de registro y la estrategia de marcaje transinaptico para expresar la proteina
GCaMP. Se muestra la inyeccion en los DCN de AAV1 Syn-Cre, y una segunda inyeccion en el nlcleo
parafascicular (PF) del vector GCaMP-DIO, también se aprecia una tercera inyeccion del trazador
retrobeads en el estriado dorsal, finalmente la posicién del micro-endoscopio a través del cual se registroé
la senal de calcio.

B) Izquierda: Fotomicrofotografia de una rebanada coronal de cerebro a nivel del PF mostrando la posicion
del micro-endoscopio, la marca verde muestra la expresion de GCaMP; el inserto muestra el sitio de
inyeccion de retrobeads en el estriado dorsal. Derecha: Células registradas con la expresion de la proteina
GCaMP (verde) y la senal de los retrobeads (rojo). Escala 50 micras.

C) Izquierda: fotograma del registro en vivo de la senal GCaMP a través del micro-endoscopio y el
microscopio confocal. Los nimeros indican las unidades detectadas en la sesion. Derecha: Senal
transitoria de calcio mostrada en 10 células (el trazo en roza indica el registro de una célula en la que se
observo la presencia de la senal GCaMP y retrobeads dentro de la misma célula).

D) Fila superior: Promedio de los valores-z de la senal de GCaMP para cada neurona durante la sesion de
aprendizaje tardio en el desplazamiento unidireccional. Cada columna corresponde al alineamiento de la
senal en tres momentos: salida de la palanca, durante el movimiento de alcance de la palanca, y durante
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el desplazamiento de la palanca. La fila de en medio muestra el promedio de la senal de fluorescencia.
La fila inferior muestra el porcentaje de células moduladas durante cada momento de alineacion.

E) Igual que en C, para el desplazamiento en secuencia durante la fase tardia del entrenamiento.

F) Igual que en C, para la fase de actualizaciéon (primeros 3 del entrenamiento en secuencia) del
desplazamiento unidireccional a en secuencia.

Registro de la senal global de GCaMP en axones de la via
DCN->Th->DLS muestra modulacién durante la ejecuciéon de
desplazamientos unidireccionales y en secuencia

Similar al experimento anterior, en otro ratdon se monitoreo la senal de GCaMP en los axones de
la via DCN-=>Th—->DLS. En breve, se expreso la proteina Cre en las células de los DCN y sus
postsinapsis del talamo, posteriormente se inyectd el vector viral AAV-GCaMP-DIO en el nucleo
PF del talamo (Figura 26A), un par de semanas después se implanté un microesdocopio en el
DLS para monitorear los cambios en la sefial de calcio de los axones de la via DCN->PF->DLS

(Figura 26A-B).

Se observd que la senal global en los axones disminuyd durante el desplazamiento
unidireccional (-0.84+ 0.03 comparado con los valores-z de la linea base, p<0.05, comparacion
pareada, prueba Wilcoxon, Figura 26C), y por el contrario durante el desplazamiento en
secuencia en la fase tardia de entrenamiento hubo un incremento en la senal de calcio (0.39+
0.05 comparado con los valores-z de la linea base, p<0.05, comparacion pareada, prueba
Wilcoxon, Figura 26D), sugiriendo que la via DCN->Th->DLS se modula de manera diferencial

dependiendo del programa motor que se realiza.
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Figura 26. Registro de transitorios de GCaMP, durante la ejecucion de los desplazamientos
unidireccionales o en secuencia, en los axones de la via di-sindptica DCN->Th->DLS.

A) Esquema ilustrando el sitio de registro y la estrategia de marcaje transinaptico para expresar la proteina
GCaMP. Se muestra la inyeccion en los DCN de AAV1 Syn-Cre, y una segunda inyeccién en el nlcleo
parafascicular (PF) del vector GCaMP-DIO, finalmente la posicién del micro-endoscopio a través del cual
se registro la senal de calcio en el nlcleo estriado para registrar los axones de la via DCN->PF->DLS.

B) Izquierda: Microfotografia mostrando la expresion de GCaMP en el nlcleo parafascicular del tadlamo
(PF). Derecha: Microfotografia mostrando la punta del micro-endoscopio y la presencia de axones con la
expresion de GCaMP (verde).

C) Fila superior: Registro poblacional de la senal de calcio en cada ensayo durante el desplazamiento
unidireccional en el aprendizaje tardio, las columnas muestran el alineamiento al momento de salida de
la palanca y durante la ejecucién del desplazamiento. Fila inferior: Promedio de la diferencia en la sefal
de fluorescencia.

D) Igual que en C, para el registro durante la fase tardia del desplazamiento en secuencia.

E) Promedio de la diferencia de la senal de fluorescencia en el dia 1,2, y 3 de la fase de actualizacion,
cada columna muestra el alineamiento al momento de la salida de la palanca y durante el
desplazamiento.
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Discusion

Los resultados presentados aqui muestran que los DCN interactlan con el DLS a través de
multiples nlcleos en el talamo, y que estas vias contribuyen a la apropiada ejecucion de

movimientos de alcance y desplazamientos en secuencia.
Los principales hallazgos reportados en este estudio son:

1) la porcion dorsal del estriado es modulada con alta probabilidad por la activacion de los DCN
(alrededor de un 85%) (Figura 7).

2) Los principales relevos en la comunicacion disinaptica de los DCN al DLS son el ndcleo
centrolateral, parafascicular y ventral lateral del talamo (Figura 10).

3) Las proyecciones DCN->Th->DLS y DCN->PF contribuyen a la apropiada ejecucion de
movimientos de alcance, mientras que las proyecciones DCN—->talamo a través del nucleo
centrolateral y ventral lateral contribuyen a la ejecucion de desplazamientos unidireccionales
(Figura 17).

4) En la fase de actualizacién de desplazamientos unidireccionales a en secuencia, las vias
DCN->Th->Th->DLS y DCN->VL contribuyen durante la ejecucién del movimiento en linea
(Figura 20), mientras que la via DCN->PF tiene contribuciones no motoras (Figura 22).

5) La contribucién de las proyecciones DCN-=>Th—->DLS al movimiento de alcance y durante la
ejecucion de desplazamientos en secuencia permanece en etapas tardias de la ejecucion de

desplazamientos secuenciales (Figura 24).

La estrategia de marcaje transinaptico para expresar Cre a través de vectores virales con
serotipo AAV1 ha mostrado que la transinapsis ocurre a través de comunicacién sinaptica (PSC)
con un 100% de eficacia, sin embargo, en la via DCN->Th observamos que solo el 78% de las
células marcadas en el talamo (DCN->Th) tenian PSC provenientes de los DCN (Figura 6B) . Una
explicacion es que las rebanadas de cerebro en la via DCN->Th en las que evaluamos las PSC
fueron mas delgadas comparadas con la reportadas en Zingg y cols (200 vs. 350 micras

respectivamente). En nuestro caso se usaron rebanadas de 200 micras para facilitar el registro
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de células en animales >2 meses de edad, posiblemente esta estrategia corté las conexiones

sobre las dendritas distales en las células registradas.

La comunicacion de los DCN al estriado a través del talamo ha sido explorada previamente (Chen
etal., 2014; Hoshi et al., 2005; Ichinohe et al., 2000; Xiao et al., 2018). No obstante, somos los
primeros en mostrar la alta probabilidad de comunicacion (>83%) de los DCN a la porcion dorsal
del estriado, tanto a la region sensorio-motora (DLS) como asociativa (DMS). Esta comunicacién
disinaptica ocurre principalmente a través de los nudcleos CL y PF, mostramos por primera vez
que la region ventral lateral del talamo también es un nicleo de relevo al DLS (20%), pero no al

DMS (0%) (Figura 8B).

Estos datos apoyan un modelo en donde el cerebelo proporciona informacion a los ganglios
basales durante la ejecucion de tareas dirigidas a objetivos y sensoriomotoras, a través de
ndcleos intralaminares y motores del tdlamo (Balleine et al., 2009; Redgrave et al., 2010; Xiao

etal., 2018).

La posibilidad de un marcaje extra DCN->Th->DLS fue considerada. Las inyecciones fueron
optimizadas para que el exceso de vector viral se desplazara hacia la parte dorsal del cerebelo
(Figura 14A), que no proyecta mono-sinapticamente hacia el talamo o el estriado (Pisano et al.,
2021), también se probd si otros nlcleos ademas del talamo podrian contribuir a la
comunicacioén con el DLS (inyeccion retro-ChR2 en el DLS y expresion de Cre en las postsinapsis
de los DCN), al comparar la expresion focal de ChR2 en el talamo y la expresion retrograda de
ChR2 desde el nicleo estriado no se encontraron diferencias en la probabilidad de evocar
corrientes sinapticas (Figura 9C), lo que indica fuertemente que los hallazgos presentados en

este trabajo son a través de las proyecciones DCN->Th—->DLS.

Este estudio también identificé funcionalmente, los relevos de los DCN al DLS en el talamo. Se
observéd que el nlcleo CL y PF tienen una mayor probabilidad de conexion en la via disinaptica

(Figura 10D y 10G), pero una baja probabilidad de generar potenciales de accion (Figura 10l),

73

——
| —



mientras que el VL tiene una menor probabilidad de conexion (Figura 10G), pero una mayor
probabilidad de evocar potenciales de accion (Figura 10l), estos datos contrapuestos pueden
estar indicando que la region ventral lateral aunque tiene menor conexion hacia el DLS (Figura
8C), tiene mayor labilidad de ser activada, probablemente porque se requiera que este activa
continuamente durante demandas sensorio-motoras ya que no se observé conectividad en el

DMS.

Los ndcleos intralaminares tienen mayor probabilidad de conexién tanto en el DLS como en el
DMS, probablemente la comunicacion a través de esta via requiera de mayor precision temporal
para su activacion. En esta misma idea, la evidencia previa (Xiao et al., 2018) y en este trabajo
de que la conexidbn DCN->Th->DLS inerva a células de proyeccion e interneuronas (Figura 7G)
sugiere que la micro-circuiteria del estriado es reclutada por el cerebelo, sin embargo, se
requieren mayores esfuerzos e investigacion parar detallar la influencia del cerebelo en la micro-

circuiteria del estriado.

La actividad en los DCN es importantes durante la actualizacién y ejecucion de movimientos
aprendidos (Amrani et al., 1996; Becker & Person, 2019; Brooks et al., 2015; Dacre et al., 2021;
Darmohray et al., 2019; Sathyamurthy et al., 2020; Wagner et al., 2019), y usando la estrategia
de marcaje transinaptico que permite evaluar la comunicacién a larga distancia (di-sinapsis)
evaluamos la contribucion de la via DCN->Th->DLS durante la ejecucién de movimientos con

cualidades diferentes (alcance, desplazamiento unidireccional, y en secuencia).

Se selecciond una tarea motora que involucra movimientos de alcance y desplazamiento de una
palanca que nos permitiera monitorear con alta resolucién temporal los desplazamientos
ejecutados con las extremidades anteriores. Ademas, examinamos la contribucion de las
diferentes proyecciones DCN->Th—>estriado fueron evaluada a lo largo de diferentes estadios
del aprendizaje, esto debido a que se ha reportado que la participacion de los DCN puede variar

dependiendo de la fase del aprendizaje (Bostan & Strick, 2018; Dhawale et al., 2021; Tzvi et al.,
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2014; Wagner et al., 2019). Finalmente, a pesar de no requerir que el desplazamiento de la
palanca fuera dirigido a un blanco especifico, cada sujeto logro desarrollo su propia estrategia,

presentando trayectorias con una gran similitud entre ellas.

Sorprendentemente, la inhibicion de las proyecciones DCN->Th->DLS o DCN->PF afect6 el
movimiento de alcance de la palanca (con movimientos parecidos a los identificados en temblor
cerebeloso en ratones). Sin embargo, esta misma inhibicion no afecté el desplazamiento
unidireccional de la palanca, probablemente el peso de la palanca durante el desplazamiento
compense los movimientos anormales observados durante el desplazamiento de alcance;
trabajos previos han reportado que al agregar peso durante la ejecucion de desplazamientos

puede mejorar la ejecucion los mismos (Chase et al., 1965; Hewer et al., 1972).

Una explicacion para la alteracion observada en la via DCN->Th—=>DLS puede ser que los DCN
coordinen patrones de actividad en las salidas del estriado para un correcta ejecucion del
movimiento de alcance aprendido, es sabido que el bloqueo de la actividad en el estriado
cambia la actividad eléctrica en los muisculos de los brazos y modifica la precision de los

movimientos (Kato & Kimura, 1992).

Las proyecciones DCN->Th->DLS contribuyen a una apropiada ejecucion de los movimientos de
alcance, y las proyecciones de los DCN al VL y CL contribuyen a la ejecucion de desplazamientos
unidireccionales de la palanca, pero solo ocurre cuando la inhibicidn ocurre antes de que los
ratones inicien el desplazamiento (Figura 17), esto sugiere una participacion temporal especifica

de las conexiones estudiadas.

Este hallazgo es compatible con el requerimiento de los DCN para mantener la actividad
preparatoria observada en la corteza cerebral (DCN->VL->Corteza) para una correcta ejecucion
de movimientos (Gao et al., 2018), y permite pensar que el estriado puede presentar actividad
preparatoria a través de la proyeccion DCN->VL->DLS (Figura 10G-H y Figura 8B) o

DCN->PF->DLS (la inhibicion de esta via instala alteraciones en el movimiento de alcance)
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relacionado a una correcta ejecucion de movimientos de alcance y desplazamientos aprendidos,
también apoya la importancia de los DCN al inicio de movimientos (Dacre et al., 2021; Diaz-

Hernandez et al., 2018).

Un hallazgo importante de este trabajo son los efectos especificos observados al inhibir las vias
individuales DCN->Talamo: la inhibicién de la proyeccion DCN->VL (que principalmente inerva
la corteza (Gao et al., 2018), pero deja conexiones colaterales funcionales dentro del estriado)
o DCN—->CL (que principalmente proyecta al estriado (Smith et al., 2014) tuvieron un impacto
diferencial durante la ejecucién de los desplazamientos unidireccionales [el primero gener6
dismetria del movimiento (Figura 17C-D), mientras que el Gltimo suavizé los movimientos (Figura
17F-G)]; mientras que la via DCN->PF no altero6 el desplazamiento unidireccional (Figura 17C-

Q), pero si el movimiento de alcance.

Esta especificidad en la via DCN->Th->Str o DCN->Th apoya la idea de que los DCN proveen
informacion distinta hacia nlcleos especificos del talamo. Estos datos se respaldan en reportes
que indican que los diferentes nlcleos en los DCN inervan diferencialmente a la region
intralaminar o ventral dentro del talamo (Aumann et al., 1994; Fujita et al., 2020), y con el hecho
de que la actividad de los DCN correlaciona con movimientos especificos de las extremidades
durante la marcha (Sarnaik & Raman, 2018). Sin embargo, experimentos que registren la
actividad de las vias individuales son necesarios para clarificar los detalles de estas

contribuciones especificas al control de movimientos aprendidos (ver Figura 25 y Figura 26).

De manera notable, aunque la inhibicion de las proyecciones DCN->Th—->DLS afect6 el
movimiento de alcance, este no afectd la ejecucion de desplazamientos unidireccionales. Esto
sugiere que esta via no contribuye directamente al movimiento, pero si participa en dirigir las
extremidades hacia un objetivo (alcanzar la palanca), posiblemente los requerimientos de la via

son dependientes de las demandas motoras; posiblemente esta via sea requerida en la
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ejecucion de desplazamientos en secuencia, como es el caso para vias Talamo-DLS (Diaz-

Hernandez et al., 2018).

Para probar la contribucion de la via DCN->Th->DLS, los mismos sujetos que habian aprendido
a realizar desplazamientos unidireccionales fueron entrenados para ejecutar un desplazamiento
en secuencia. Sorprendentemente, cuando se inhibieron las proyecciones del DCN durante la
fase de actualizacion (Figura 20), solo la manipulacién sobre las vias DCN->Th->DLS o DCN->VL
afectd la ejecucion de los desplazamientos en linea (comparaciones AOn-Off; Figura 20B-F). A
resaltar, estos efectos ocurrieron durante una ventana especifica de ensayos (ensayos ~96-240,
principalmente durante el segundo dia de la fase de actualizacién), coincidentemente con una
disminucién en la correlacion entre ensayos en ese dia (Figura 11K). La contribucién de los DCN
durante una ventana especifica de ensayos ya ha sido reportada previamente (Brooks et al.,

2015; Darmohray et al., 2019; Sathyamurthy et al., 2020; Wagner et al., 2019).

El incremento en la velocidad maxima observado durante la fase de actualizacion (Figure 20E)
parece contradictorio con disminuciones en la velocidad observados en estudios donde hay
lesion o se bloquea la actividad de salida de las extremidades (Bastian et al., 1996; Holmes,
1939; Nashef et al.,, 2018), el incremento reportado en este trabajo va de la mano con
descripciones de alteraciones en la ejecucion de movimientos compuestos con desplazamientos
en direccion reversa, en este tipo de movimientos sujetos con lesiones en el cerebelo presentan

movimientos con poca rapidez y en su lugar una mayor velocidad (Holmes, 1939).

En la tarea implementada, el desplazamiento en secuencia demanda que los animales
actualicen las habilidades previamente adquiridas. Esto requiere el desenganche de la regla
previa (actualizacion). Probablemente, el incremento en errores de desplazamiento-excesivo y
no inicio en los grupos DCN->PF y DCN->CL (Figura 22C-F), principalmente del segundo, refleja
la importancia del talamo intralaminar para permitir el desenganche de la regla aprendida,

reforzando un papel cognitivo (no motor) de la via cerebelo=>PF->estriado.
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Estos resultados sugieren que durante la fase de actualizacion las proyecciones de los DCN
contribuyen en la seleccion de movimientos adaptativos a través de la via DCN->VL vy
DCN->Th->DLS, mientras que las vias DCN->PF y DCN->CL contribuyen con procesos de

flexibilidad cognitiva, como previamente se ha sugerido (Xiao et al., 2018).

Por Gltimo, la ultima inhibicidbn mostré que la proyeccion DCN->Th->DLS continua siendo
requerida en la ejecucion de desplazamientos en secuencia evaluada en la fase tardia del
aprendizaje (Figura 24), e interesantemente con mayor importancia en la segunda parte del
desplazamiento en secuencia (revelado por el incremento en los errores de no-regreso (Figura
24C) y por efectos mas intensos observados cuando la inhibicién fue dada después de haber

iniciado el desplazamiento en secuencia).

Estos hallazgos apoyan la idea de que el DLS recibe informacion continua a través de las vias
DCN->Talamo durante el aprendizaje de desplazamientos complejos (Dhawale et al., 2021;
Wolff et al., 2022) y que los DCN pueden estar proporcionando informacion cinematica para la
apropiada ejecucion de desplazamientos complejos de las extremidades. También son
compatibles con la idea de que el estriado y el cerebelo son requeridos para movimientos de
alcance aprendidos y para la ejecucion de desplazamientos en secuencia (Amrani et al., 1996;
Berger et al., 2020; Diaz-Hernandez et al., 2018; Geddes et al., 2018; Hikosaka et al., 1998;
Lopez-Huerta et al., 2021; Rothwell et al., 2015; Seidler et al., 2006; Sanchez-Fuentes et al.,
2021), y sugiere que el estriado, a través del talamo (que recibe informacién de los DCN y otras
fuentes) contribuye al inicio y la ejecucion de movimientos aprendidos (Dhawale et al., 2021;

Diaz-Hernandez et al., 2018).
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Conclusiones

Las conclusiones del presente estudio son que los DCN modulan al estriado con alta
probabilidad a través de mdltiples nlcleos, principalmente el nlcleo central lateral,
parafascicular y ventral lateral (este Ultimo con menor probabilidad), y que cada una de estas
vias contribuye diferentemente durante la ejecucion de desplazamientos de las extremidades.
La via DCN->parafascicular contribuye al control del movimiento de alcance, mientras que las
vias DCN->ventral lateral y DCN—>central lateral contribuyen al control de parametros
cinematicos en linea durante la ejecucion de desplazamientos unidireccionales. Todas estas
vias convergen informaciéon al estriado, a través de las proyecciones di-sinapticas
DCN->Th->DLS para la correcta ejecucion, y proveen informacion para la correcta ejecucion de

movimientos de alcance y para la ejecucion de desplazamientos complejos en secuencia.

Limitaciones del estudio

Aunque se marcaron las proyecciones DCN->Th—>Estriado y se realizaron registros de estos
axones mostrando modulaciones especificas durante la ejecucion de desplazamientos
unidireccionales o desplazamientos en secuencia, otras fuentes de activacion que pueden
modular estas células tiene que ser consideradas [en ejemplo, pedinculo-
pontino—>Talamo—> Estriado (Inagaki et al., 2022), o corteza=>Th—>Estriado (Mandelbaum et al.,

2019)].

Para determinar con precision la fuerza con la que los DCN dirigen a las proyecciones
DCN->Th->DLS, se requeriria registrar a los DCN y otras posibles fuentes de entradas al talamo

que llegan sobre células Talamo->Estriatales.

Otro punto para considerar al interpretar los resultados presentados en este trabajo es la
posibilidad que las inhibiciones, particularmente las administradas dentro del tdlamo pueden
afectar a las proyecciones Th->Estriado, pero también a las proyecciones Th->Corteza, como ha

sido mostrada durante el registro de actividad preparatoria en la via DCN->Th—>Corteza (Gao et
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al., 2018; Inagaki et al., 2022), sin embargo, es crucial notar que la inhibicion dentro del estriado
para la via DCN->Th—>DLS ocurre sobre axones locales ya que se ha mostrado que la inhibicion
optogénetica con la proteina Arch no afecta axones en colaterales axénicas (Diaz-Hernandez et

al., 2018; El-Gaby et al., 2016).
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