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Resumen

El tAlamo paraventricular anterior (PVTa) es parte de los nucleos intralaminares
del tdlamo. Esta implicado en mantenimiento de la vigilia y en la regulacion de los
ritmos circadianos. La lesion del PVTa elimina la zona de adelantos en la curva de
respuestas de fase. Se ha descrito una aferencia directa entre el PVTay el nicleo
supraquiasmatico (NSQ). EI NSQ es la principal estructura involucrada en la regulacion
de los ritmos circadianos en mamiferos. Se ha propuesto que el neurotransmisor
involucrado en esta conexion es el glutamato. Sin embargo, hasta antes del presente
trabajo no habia evidencia directa de los neurotransmisores involucrados en la
mencionada via. Por medio de registros electrofisiologicos de célula entera en la
configuracién de fijacion de corriente se encontro que el PVTa libera GABA 'y
glutamato a las neuronas del nucleo supraquiasmatico. La consistencia de las latencias
de los componentes GABAEérgicos y glutamatérgicos durante la estimulacion minima 'y
el andlisis de corrientes postsinapticas miniatura con cinéticas de decaimiento
combinadas, sugirié que el PVTa libera simultaneamente GABA y glutamato a las
neuronas del NSQ. Asociado a los resultados anteriores se encontré colocalizacion de
los RNA mensajeros para transportadores vesiculares de GABA y glutamato en las
células aisladas pertenecientes al PVTa por medio de RT-PCR en tiempo real; asi como
colocalizacion de la proteina para los mismos transportadores en terminales marcadas
en el NSQ provenientes del PVTa.

Por otra parte, se encontrd que la aferencia proveniente del PVTa converge en
un elevado porcentaje con las aferencias de la retina (la principal aferencia del nucleo

supraquiasmatico); mientras que la estimulacion de ambas vias afecto la excitabilidad



(probabilidad y frecuencia de disparo) de las neuronas del NSQ en aquellas neuronas
con una baja excitabilidad basal y un potencial de membrana hiperpolarizado.

Los resultados encontrados indican que la aferencia proveniente del PVTa juega
un importante papel en la excitabilidad membranal de las neuronas del NSQ y muy
probablemente desempefien un rol central en el proceso de sincronizacion no fética en

estas neuronas.



Summary

The anterior paraventricular thalamus (aPVT) belongs to the intralaminar
thalamus. The aPVT is implicated in the arousal maintaining and the circadian rhythm
regulation. The PVT lesion abolishes the phase advance of the phase response curve.
There is a description of a direct afference from the PVT to the suprachiasmatic nucleus
(SCN). The SCN is the principal structure related with the regulation of the circadian
rhythms in mammals. Several works reports that the neurotransmitter associated in this
pathway is glutamate. However, before the present work there was not a straight
evidence of the neurotransmitters implicated in this path. Taking advantage of whole
cell patch clamp recordings in current clamp configuration, we found that aPVT
released GABA and glutamate to SCN neurons. The consistency in latencies of GABA
and glutamate components and analyses of the miniature postsynaptic currents with
mixed decay time kinetics suggested that the aPVT released simultaneously GABA and
glutamate to SCN neurons. Additional results indicated colocalization of mMRNA for
GABA and glutamate vesicular transporters in isolated aPVT neurons by real time RT-
PCR. Moreover, colocalization of the same vesicular transporter was found in SCN
neurons, in terminals arriving from aPVT.

On the other hand, we found that the aPVT afferents converged in high
percentage with afferents coming from the retina (the principal afference of the SCN);
furthermore, the stimulation of both nucleus (aPVT and retina) increased the excitability
(probability and spike frequency) of SCN neurons in such cells with a low basal

excitability and hyperpolarized membrane potential.



The present results indicated that the aPVT plays a pivotal role in the membrane
excitability of SCN neurons and there are chances that PV Ta carries out the non photic

synchronization
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1. Introduccion

1.1. Los ritmos bioldgicos

Los ritmos bioldgicos son procesos fisiologicos que se presentan en forma
ciclica. Todos los organismos desde los unicelulares hasta los multicelulares
(incluyendo al ser humano) poseen ritmos bioldgicos. Existen distintos tipos de ritmos
bioldgicos tomando en cuenta su periodo; ejemplo de ellos son los ritmos ultradianos,
que ocurren mas de una vez al dia; los infradianos, que ocurren menos de una vez al dia
y los circadianos, que presentan un periodo similar al del dia geoldgico (ocurren una vez
al dia). Ejemplos de ritmos circadianos son: el ciclo vigilia-suefio, la secrecion
hormonal, etcétera (Fig. 1).
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1.2. El ndcleo supraquiasmatico

1.2.1. Evidencia a favor de que el nacleo supraquiasmatico regula los ritmos
circadianos en mamiferos

El nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo es la estructura encargada de
la regulacion de los ritmos circadianos en mamiferos. La primera evidencia de que el
NSQ regula los ritmos circadianos proviene de la descripcion del tracto retino-
hipotaldmico (RHT), debido a que se encontr6 un grupo de fibras que viajan con el
nervio optico e inervan una zona bien definida del hipotalamo ventral. La lesion del
NSQ elimina la expresion de los ritmos circadianos en las especies estudiadas (Moore y
Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972). En el animal completo se ha observado que el
NSQ exhibe ritmos en el metabolismo de glucosa (Schwartz y Gainer, 1977) y actividad
eléctrica (Intuye y Kawamura, 1972). Dichos ritmos en actividad eléctrica contintian
cuando el NSQ es mantenido in vitro (Green y Gillete, 1982; Groos y Hendriks, 1982;
Shibata et al., 1982) y en cultivos de células disociadas (Welsh et al., 1995).

Transplantes de tejido fetal de NSQ en animales adultos con lesion del NSQ
restauran los ritmos circadianos del animal receptor (Aguilar-Roblero et al., 1986;
Aguilar-Roblero et al., 1992; Aguilar-Roblero et al., 1994; Lehman et al., 1987);
mientras que el ritmo restaurado tiene el periodo del animal donador (Ralph et al., 1990;
Silver et al., 1996).

1.2.2. Caracteristicas neuronales del nucleo supraguiasmatico

E1 NSQ estd formado por dos grupos neuronales localizados en el hipotalamo
anterior dorsal al quiasma 6ptico y lateral al tercer ventriculo. Cada grupo contiene de
8,000 a 10,000 neuronas. Estas neuronas no forman una poblacion homogénea de
células. La evidencia anatémica apoya la division del NSQ en ventrolateral (core) y

dorsomedial (shell) (Abrahamson y Moore, 2001). Las neuronas en la zona ventrolateral



son inervadas por fibras provenientes de la retina, en muchos casos expresan el
neuropéptido intestinal vasoactivo (VIP) o el péptido liberador de la gastrina (GRP),
mientras que el péptido arginina vasopresina (AVP) es expresado en la region
dorsomedial (Moore y Leak, 2001). Las neuronas retino-receptoras comunican la
informacion luminosa al resto del NSQ. Las células en la parte dorsal del NSQ exhiben
una ritmicidad mas robusta en la expresion de los genes reloj (los cuales se describiran
posteriormente) comparado con la region ventral del NSQ (Yamaguchi et al., 2003;
Hamada et al., 2004). Estudios electrofisioldgicos han sugerido que las neuronas retino-
recipientes no expresan ritmos en la frecuencia de disparo (Jiao et al., 1999). En el NSQ
de hamsters, se ha identificado una poblacion de células inmuno-positivas a calbindina
que son reguladas por informacion fética, pero que no expresan ritmos en la frecuencia
de disparo (Antle et al., 2005; Jobst y Allen, 2002).

La mayor parte de las neuronas del NSQ poseen un ritmo en la frecuencia de
disparo, el cual muestra su pico mas alto en la mitad del dia y su pico mas bajo en la

mitad de la noche, ya sea en registros realizados in vivo o in vitro (Figura 2).

Dia
Noche . . ..
Figura 2. Neurona del NSQ registrada in vitro,
en dos momentos del ciclo circadiano. Barras de
calibracion, horizontal 1 seg, vertical 30 mV.
/ ,./ P’_J v

Aguilar-Roblero et al., 2008

La frecuencia de disparo de las neuronas del NSQ muestra un rango desde 0.5 a

12 Hz. Se han realizado registros durante largos periodos de tiempo en células



disociadas y se sigue observando este fendmeno, lo que indica que es una funcion
inherente a las neuronas de este nicleo (Welsh et al., 1995).

1.2.3. Tipos de patrones de disparo de las neuronas del nucleo
supraquiasmatico

Tres tipos de patrones de disparo han sido encontrados en neuronas del NSQ por
medio de registros in vitro: Las neuronas tipo I o ritmicas, muestran patrones regulares
de disparo y elevadas frecuencias de disparo, la distribucion del intervalo-interespiga
muestra una distribucién normal o Gaussiana, la cual es caracteristica de la actividad
marcapaso. Las neuronas tipo II o arritmicas muestran un patrén irregular de disparo,
desde baja a mediana frecuencia de disparo, la distribucion del intervalo interespiga
muestra una distribucion sesgada. La neuronas tipo III o de disparo en rafagas, muestran
de medianas a elevadas tasas de disparo interrumpidas por intervalos de silencio o falta
de actividad. La distribucion del intervalo interespiga ha sido ajustada a modelos de
Poisson (Zhang et al., 1992; Roig et al., 1997; Saeb-Parsy y Dyball, 2003). Se ha
reportado un cuarto patron de disparo en las neuronas del NSQ (con registros
extracelulares) que solo es reconocido por el posterior andlisis del histograma en el

intervalo interespiga, nombrado como patrén de disparo armonico (Zhang et al., 1992,

disparo de neuronas registradas en la
configuracion de parche perforado.
Barras de calibracion horizontal 500 ms,
vertical 30 mV.

Tipo Ill: Rafagas

Figura 3).
A B Tipo I: Ritmico

8 <144 . .
_ J J J Figura 3. Patrones de disparo en las
g ol WWWWWYWY neuronas del NSQ. A, Frecuencia de
2 Tipo II: Arritmico disparo (izquierda) e histogramas de
~§ 8 34 intervalo interespiga (derecha) de 4
5 registros extracelulares de neuronas del
g ° NSQ. a) Ritmicas, b) arritmicas, ¢) en
s AN . réafagas, d) armoénico. B, patrones de
4
w

|
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1.2.4. Canales transmembranales que regulan la frecuencia de disparo
espontanea de las neuronas del ndcleo supraquiasmatico

En aquellas neuronas del NSQ que muestran un disparo ritmico o marcapaso es
dificil sacar un potencial de membrana en reposo, ya que el potencial de membrana
durante el intervalo interespiga continia en movimiento, resultado de la activacion de
canales transmembranales; inmediato a la generacion de un potencial de accion el
potencial de membrana se halla en un potencial de membrana més negativo que el
previo al potencial de accion, este potencial es nombrado postpotencial hiperpolarizante
(PPH), después del cual el potencial de membrana alcanza el umbral de disparo y un
nuevo potencial de accion es generado. Tanto el intervalo interespiga como el potencial
de accion se deben a un grupo particular de canales regulados por voltaje, que controlan
las corrientes de membrana especificas en forma selectiva y dependiente del tiempo.
Asi, el patron de disparo de una neurona marcapaso del NSQ resulta del delicado

balance entre corrientes salientes (K") y corrientes entrantes ( Na*; Ca>"; Fig. 4).

A B
Figura 4. Corrientes idnicas de una
neurona del NSQ); corrientes entrantes
son ilustradas a la izquierda;
corrientes salientes son ilustradas a la
derecha; para cada panel los valores

de las barras de calibracion son
indicados en paréntesis. A) corrientes

C D
( ’ globales (2.5 ms, 500 pA). B)
Corrientes de potasio globales (50 ms,
200 pA). C) Corrientes de sodio
sensibles a TTX (1.3 ms, 400 pA). D)

Corrientes persistentes de potasio (50

© i ms, 200 pA). E) Corrientes globales
de calcio (50 ms, 100 pA) F) Corriente
| de potasio transitoria I, (50 ms, 200
pA). G) Protocolo de pasos de voltaje,
el potencial de mantenimiento fue de -
G

70 mV, los pulsos fueron cuadrados
de -30 a +30 mV, en incrementos de
10 mV. Las corrientes especificas
fueron bloqueadas por el uso de TTX
(Na"), cadmio, niquel, bario (Ca*") y
TEA (K).

Aguilar-Roblero et al., 2008



Las corrientes de K identificadas en el NSQ regulan el intervalo interespiga y
son el rectificador retardado rapido (fDR) (Itri et al., 2005); la corriente saliente
transitoria (I5) (Bouskila y Dudek, 1995); y tres corrientes de K reguladas por Ca*"
(K(ca)) asociadas con el PPH: la corriente de gran conductancia (BK), sensible a
iberotoxina (Pitts et al., 2006), la corriente de conductancia pequenia (SK), sensible a
apamina (Teshima et al., 2003), una corriente K(ca) insensible a iberotoxina y apamina
(Cloues y Sather, 2003), ademas de una corriente de K sensible a bario (K(s,) (de Jeu
et al., 2002). Por otra parte, las corrientes entrantes identificadas son: la corriente
entrante catidnica inespecifica, la cual se activa a voltajes hiperpolarizados (I ) (de Jeu
y Pennartz, 1997); dos corrientes persistentes de Na', una corriente subumbral sensible
a TTX (Pennartz et al., 1997) y una corriente de fondo o de fuga insensible a TTX
(Jackson et al., 2004); ademas de varias corrientes de Ca®* dependientes de voltaje
(Huang, 1993), incluyendo los tipos L (Pennartz et al., 2002), N, P/Q y R (Cloues y
Sather, 2003).

Nuestro entendimiento actual de la dindmica de las corrientes id6nicas durante el
ciclo del potencial de accion en las neuronas del NSQ es aun incompleto. Desde un
punto de vista simplificado, este inicia con el rapido aumento de la fase depolarizante
del potencial de accion. Como ocurre con todas las células eléctricamente activas,
cuando el potencial de membrana alcanza el umbral necesario para abrir un nimero
critico de canales de Na' dependientes de voltaje, se produce un proceso auto-
regenerativo, el cual es solamente detenido por la inactivacion de estos canales, cuando
la corriente de Na” entra a la célula, la depolarizacion de la membrana abre los canales
de Ca®" tipo L y el Ca*" entrante contribuye a una mayor depolarizacion en la
membrana; simultineamente, diferentes canales de K" se abren, incluyendo los canales

de rectificadores lentos y rapidos. La apertura de los canales de Na' dependientes de



voltaje llevan el potencial de membrana hasta cerca de su potencial de equilibrio dado
por la ecuacion de Nerst (Ex,), sin embargo, este nunca es alcanzado por la
repolarizacion que se produce debido a los canales de K; justo después de la maxima
depolarizacion de la membrana se da la maxima conduccion de los canales de K que
repolarizan la membrana y la llevan hasta cerca del potencial de equilibrio para el K*
dado por la ecuacion de Nerst para este ion (Ex), lo que produce la activacion de los K,
que son dependientes de voltaje y de ligando (Ca*"); simultaneamente, produciendo una
mayor hiperpolarizacion de la membrana, produciendo el PPH. Tal hiperpolarizacion es
importante, puesto que esta mayor negatividad activa corrientes que depolarizan la
membrana, como la corriente de Ca®* de bajo umbral (canales de Ca®" tipo T) y la
corriente entrante cationica inespecifica (I). Asi, el potencial de membrana lentamente
se despolariza hasta el potencial en donde se activan la corriente subumbral de Na', la
sensible a TTX y la corriente de fondo insensible a TTX, las cuales son las principales
responsables del alcance del umbral del potencial de accion. El papel de las corrientes
que resultan de la activacion de los canales de Ca®" dependientes de voltaje no es aun
claro en este proceso (Fig. 5).

D Intervalo Interespiga D

indican el umbral de
disparo (a, a’[-45mV]) y el
post potencial

K ( C 3 ) hiperpolarizante (b, b’).
Los potenciales de accion
(D) e intervalo interespiga
son indicados. El dominio

| S de cada conductancia

ionica es indicado en
Na(TTX ) |a paréntesis. Barras de
calibracion 20 ms 'y 10 mV.

Ll [
' LML L ML
| Figura 5. Potenciales de
Ca fRK accion caracteristicos de
f r .
l una neurona ritmica del
INa 1 SRK NSQ. Los circulos en negro

b — )’

TH_' |I\Hsthr)
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1.2.5. Transmision sindptica espontanea en el nicleo supraguiasmatico

La generalidad de las neuronas del NSQ son inmunoreactivas a GABA o la
enzima que lo sintetiza (decarboxilasa de glutamato-GAD). Existe una amplia
distribucion de los transportadores vesiculares de GABA (VGAT) que son los

responsables de introducir este neurotransmisor a las vesiculas sindpticas para su

liberacion como sustancia neuroactiva (Fig. 6).

Figura 6. Expresion de transportadores vesiculares de GABA (VGAT) en el NSQ. A) Micrografia de
inmunohistoquimica revelada con DAB contra VGAT (amplificacion de 100 veces). Los circulos
indican los NSQ. Escala 50 uM. B) Amplificacion de 200 veces un NSQ del panel A. Escala 50 uM.
abreviaturas: ox, quiasma optico; 3V, tercer ventriculo.

La mayor parte de los axones que hacen contacto con las neuronas del NSQ son
inmunoreactivos a GABA y GAD (Klein et al., 1991; van del Pol. et al., 1996). E1 90 %
de las corrientes postsinapticas inhibitorias (CPSI) espontaneas en el NSQ son de
naturaleza gabaérgica, sensibles a bicuculina, resultado de la activacion del receptor
GABAA\ (Strecker et al., 1997). La estimulacion intra-nticleo provoca CPSIs con las
mismas caracteristicas de los CPSIs espontdneos (Kim et al., 1992). La frecuencia en la
aparicion de los CPSIs varia de célula a célula con un rango de 2 a 62 Hz; sin embargo,
la frecuencia mas comun es 3 Hz y la amplitud de 7 pA en un potencial de membrana de
-60 mV. El tiempo de subida es de 3.1 = 0.27 ms, y el de bajada es de 7.1 £ 0.55 ms

(Jiang et al., 1997).



Existe también una amplia distribucion de glutamato en el NSQ (Fig. 7), por lo
que hay corrientes postsinapticas excitatorias (CPSE) espontaneas de naturaleza

glutamatérgica, producto de la activacion de los receptores tipo AMPA-kainato.

Figura 7. Expresion de transportadores vesiculares de glutamato (VGLUT) en el NSQ. A)
Micrografia de inmunohistoquimica revelada con DAB contra VGLUT (amplificacion de 100
veces). Los circulos indican los NSQ. Escala 50 uM. B) Amplificacion de 200 veces un NSQ de
panel A. Escala 50 uM. abreviaturas: ox, quiasma optico; 3V, tercer ventriculo.

La amplitud y frecuencia de los CPSE varian de célula a célula, siendo la
amplitud tipica de 10 pA (en un rango de 5 a 102 pA) en un potencial de membrana de -
60 mV (Jiang et al., 1997), mientras que en -70 mV la amplitud caracteristica es -17.5 +
0.8 pA (enun rango de 7 a 37 pA; Michel et al., 2002). La frecuencia caracteristica
varia de 1 Hz hasta 0.26 Hz (Jiang et al., 1997, Michel et al., 2002). El tiempo de
subida de los CPSE es de 1.3 + 0.2 ms, mientras que el de bajada 2.2 + 0.1 ms (Jiang et
al., 1997; Michel et al., 2002). Siendo caracteristicamente los CPSE maés rapidos en el
tiempo de subida y de bajada que las CPSI.

Existe un incremento del Ca>" transmembranal por la activacion de los
receptores de AMPA-kainato, el cual es mayor en la noche que durante el dia. Este
efecto es importante, puesto que el Ca>" se ha involucrado con importantes procesos y

vias de sefializacion de las neuronas del NSQ (Jiang et al., 1997).



La aplicacion de la tetrodotoxina (TTX) o bajo Ca*" y alto Mg*", no disminuye
la amplitud o la frecuencia de los CPSI o CPSE de forma considerable, indicando que se
deben en su mayoria a la liberacion espontanea de neurotransmisor (sindpticos
miniatura). Se ha encontrado una regulacion circadiana en la frecuencia de los CPSI,
siendo el pico superior durante el inicio de la noche en la region dorsomedial (Itri et al.,
2003); mientras que no hay regulacion circadiana de los CPSE (Michel et al., 2002). La
aplicacion del neuropéptido VIP incrementa la frecuencia pero no la amplitud de los
CPSI, de forma dependiente de la dosis, lo que indica que existe una regulacion
presinaptica del receptor para VIP en la regulacion circadiana de la liberacion del
neurotransmisor GABA.

Estos antecedentes indican que el GABA y glutamato tienen una amplia
distribucion en las neuronas del NSQ.

1.2.6. Los genes reloj y el oscilador molecular circadiano

Estudios previos han identificado los elementos moleculares responsables de la
generacion del oscilador circadiano en las neuronas del NSQ (Reppert y Weaver, 2003;
Stanewsky, 2003). Este oscilador molecular incluye los genes Period (Per) y Per ,); los
genes Cryptocromo Cry; y Cryy; los factores de trascripcion de los genes Clock 'y
Bmaly; y los factores represores Rev-erb-a, Dec; y Dec,. Estos elementos interactuan
mediante las asas de retroalimentacion de transcripcion-traduccion. La evidencia actual
indica que las proteinas de CLOCK y BMAL-1 forman un heterodimero el cual actia
como factor transcripcional que enlaza a E-box (Gekakis et al., 1998; DeBruyne et al.,
20006) para inducir la transcripcion de los genes Per, Per, (Bae et al., 2001), Cry,, Cry,
(Kume et al., 1999), Dec;, Dec, (Hamaguchi et al., 2004; Kawamoto et al., 2004) y Reb-
erb-a (Triqueneaux et al., 2004). La secuencia exacta de los eventos siguientes estd atin

bajo estudio; después de la traduccion de las proteinas PER y CRY son fosforiladas por



las casein kinasa o y &, formando heterodimeros que son traslocados al nucleo. En el

nucleo, los dimeros PER/CRY enlazan al complejo CLOCK/BMAL-1 desplazando de

la E-box y de esta forma inhibe su propia transcripcion (Yu et al., 2002; Sato et al.,

20006), asi como la de los genes Reb-erb-o (Preitner et al., 2002) y Dec (Hamaguchi et

al., 2004) (Fig. 8).
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Figura 8. Asas de retroalimentacion
negativa de
transcripcion/traduccion. Flechas
apuntando representan promotores
de transcripcion.

El asa de retroalimentacion negativa es necesaria para sostener la oscilacion

circadiana, como indican la disrupcion de los ritmos circadianos en animales mutantes

con carencia de cualquiera de los genes Per;, Cry; o Clock (Herzog et al., 1998;

Vitaterna et al., 1999; Cermakian et al., 2001). Las vias de salida del oscilador

molecular muy probablemente regulan la excitabilidad membranal. Actualmente, no se

entiende claramente la forma en que el oscilador molecular regula la membrana y los

procesos metabolicos en las neuronas del NSQ. Una posibilidad es que la transcripcion

de los genes codifica a los canales transmembranales y que estos a su vez modulan la

frecuencia de disparo.



1.3. Aferencias al nucleo supraquiasmatico

Existen multiples nticleos que proyectan al NSQ, como el tadlamo paraventricular
anterior (PVTa), el RHT, la hojuela intergeniculada, los nucleos del rafé dorsal. Dado el
objetivo del presente trabajo se describiran a mayor profundidad las aferencias del
PVTay el RHT, mientras que el resto de las aferencias seran descritas brevemente.

1.3.1. El tAlamo paraventricular anterior

El PVTa es una estructura perteneciente al complejo talamico de la linea media
con importantes eferencias tdlamo-corticales y talamo-estriatales (Groenewegen y
Berensende, 1994). En base a las conexiones que presenta el PVT se le ha relacionado
con conductas cognitivas, emocionales y viscerales (Cullinan et al., 1995; Duncan et al.,
1996; Su y Bentivoglio, 1990). El uso del gen de expresion temprana c-Fos como
marcador de actividad neuronal, ha mostrado que PVT incrementa su expresion cuando
el animal se despierta. Este efecto se ha verificado en animales nocturnos y diurnos
(Novak et al., 2000; Novak y Nunez, 1998). Ademas, el patrén diario de c-Fos en PVTa
es de 180° fuera de fase con el area predptica ventrolateral (VLPO), una region

importante en el inicio y mantenimiento del suefio (Sherin et al., 1996).

Se ha propuesto que el PVTa envia eferentes excitatorios al NSQ (Moga et al.,
1997); mas aun, existe evidencia electrofisiologica de que el NSQ envia aferencias
GABA¢érgicas y glutamatérgicas al PVT (Zhang et al., 2006). Las conexiones reciprocas
de PVT con el NSQ, junto con las entradas a PVT desde otros componentes del sistema
circadiano tales como la zona subparaventricular y la hojuela intergenicula (HIG)
sugieren que PVT juega un papel importante en la regulacion de los ritmos circadianos
(Moga et al., 1995). La lesion del PVTa abole los avances de fase inducidos por luz

durante la noche subjetiva tardia, mientras que la estimulacion eléctrica o quimica del



PVT produce los mismos efectos que la estimulacion fotica en la curva de respuestas de
fase. Estos resultados indican la participacion del PVTa como un modulador de la

sincronizacion de los ritmos circadianos a la luz (Salazar-Juarez et al., 2002).

La ultima evidencia enunciada sirvié como motivo para desarrollar el presente
proyecto, puesto que nuestro objetivo general fué caracterizar la sinapsis entre el PVTa
y el NSQ del hipotalamo.

1.3.2. El tracto retino-hipotaldmico.

El RHT es la principal via por la cual se sincroniza el NSQ a la luz ambiental. El
RHT es un haz de fibras que se inicia en una subpoblacion de células ganglionares de la
retina conocidas como W. Las cuales se proyectan a través del quiasma optico hasta el
nucleo supraquiasmatico (Klein et al., 1991). El RHT libera glutamato a las neuronas
del NSQ (principalmente a las neuronas de la parte ventral del NSQ), el cual activa
receptores tipo AMPA-kainato y NMDA (Liou et al., 1986; Vindlacheruvu et al., 1992;
Kim et al., 1993). Se ha reportado una mayor conductancia por la activacion del
receptor de NMDA durante la noche que durante el dia, no asi para los AMPA-kainato;
esta variacion en los receptores tipo NMDA podria explicar el efecto que ejerce la
estimulacion fotica sobre las neuronas del NSQ para producir los cambios de fase
(Pennartz et al., 2001).

Por otro parte, se ha propuesto que la estimulacion eléctrica del RHT provoca
inhibicion en la frecuencia de disparo en el 34 % de las neuronas del NSQ y que esta
inhibicion es provocada por la liberacion de GABA (Jiao y Rusak, 2003).

El RHT co-libera glutamato y el neuropéptido activador de la adenilato ciclasa
pituitaria (PACAP) que pertenece a la misma familia que el neuropéptido VIP
(Hannibal et al., 1997; Hannibal et al., 2000). Los receptores PACAP ejercen su accion

sobre tres tipos de receptores: el PAC1, VPAC1 y VPAC2. Estos dos ultimos muestran



la misma afinidad para enlazar VIP que PACAP (Harmar et al., 1998); en el NSQ se ha
mostrado la existencia de PAC1 y VPAC2, pero no de VPACI (Hannibal et al., 1997).
El PACAP potencia el efecto del glutamato a través de la activacion de los canales de
Ca”" transmembranales tipo L, por una via de segundos mensajeros que involucra la
activacion de la PKC (Dziema et al., 2002). Hasta este momento, no se ha explorado
cual es el efecto de la estimulacion del RHT sobre la frecuencia de disparo de las
neuronas del NSQ, puesto que como se ha mencionado anteriormente, la mayor parte de
las neuronas de este nticleo presentan un disparo espontaneo, y la frecuencia de disparo
se ha relacionado con momentos caracteristicos del ciclo circadiano.

1.3.3. La hojuela intergeniculada

El nticleo geniculado lateral ventral del tdlamo envia a las neuronas del NSQ
presumiblemente aminoécidos excitatorios. Dichas fibras son inmunoreactivas al
neuropéptido Y (NPY) (Klein et al., 1991). La HIG recibe aferencias de la retina y a su
vez envia eferencias al NSQ. El 26.1 % de las neuronas del NSQ reciben aferencias
provenientes de la HIG y la retina (Roing et al., 1997). La lesion de la HIG tiene
variados efectos sobre los ritmos circadianos y la sincronizacion de los ritmos del
animal a los periodos de luz. Se ha reportado que la lesion de la HIG provoca un
alargamiento en el ritmo circadiano de animales sometidos a oscuridad constante
(Pickard, 1994); a su vez, la inyeccion del NPY afecta la sincronizacion a la luz (Weber
etal., 1997). EI NPY actua sobre el receptor NPY Y1/Y5 (Lall et al., 2003).

1.3.4. Ndcleos del rafe dorsal

Una tercera entrada al NSQ se origina desde los ntcleos mediano y dorsal del
rafé. Estos reciben entradas excitatorias desde la retina; sin embargo, se desconoce si las
eferentes que proyectan al NSQ provienen de neuronas conectadas por la retina. Las

terminales del rafe contienen serotonina (SHT) y son responsables de las elevadas



concentraciones de SHT en el NSQ (Klein et al., 1991). Las proyecciones provenientes
de los nucleos del rafe coinciden con las proyecciones provenientes del TRH en el NSQ
ventrolateral. La inervacion de SHT no es indispensable para el funcionamiento de los
ritmos circadianos, se siguen presentando ritmos aun cuando se haya lesionado los
nucleos del rafé que inervan al NSQ); sin embargo, hay un efecto sobre la sincronizacion
a la luz (Miller, 1990).

1.4. Co-liberacion de neurotransmisores en el sistema nervioso central.

Dados los resultados encontrados, es necesario mencionar algunos de los
resultados mas relevantes de la co-liberacion de neurotransmisores en el sistema
nervioso, el cual se describe a continuacion.

Existe evidencia de co-liberacién de un neurotransmisor clasico con
neuropéptidos desde la década de los anos 70 (Osborne, 1979; Lundberg y Hokfelt,
1983). Durante las ultimas dos décadas, se ha acumulado evidencia de co-liberacion de
neurotransmisores rapidos a partir de la misma neurona en el sistema nervioso central
de vertebrados (Seal y Edwards, 2006). La primera evidencia electrofisiologica de co-
liberacién de GABA y glicina fue en interneuronas de la médula espinal (Jonas et al.,
1998). De igual forma, se ha demostrado que el glutamato se co-libera con acetilcolina
durante etapas primarias del desarrollo en motoneuronas e interneuronas de la médula
espinal (Li et al., 2004; Nishimaru et al., 2005); glutamato también es co-liberado con
serotonina in vitro (Johnson, 1994); mientras en neuronas del asta dorsal de la médula
espinal cultivadas se ha visto que el GABA se co-libera con el ATP, el cual actua como
un neurotransmisor rapido (Jo et al., 1999). Tanto el GABA como la glicina se co-
liberan en el cerebro medio auditivo durante el desarrollo (Kotal et al., 1998; Nabekura
et al., 2004). Se ha encontrado co-liberacion de GABA y dopamina en neuronas

periglomerulares en el bulbo olfativo (Maher y Wetbrook, 2008). Finalmente, GABA y



glutamato, los principales neurotransmisores inhibitorios y excitatorios, de accion
rapida en el sistema nervioso central, son co-liberados de las fibras musgosas en el
hipocampo de ratas utilizando un modelo experimental de epilepsia (Gutierrez, 2000;
2002), durante etapas juveniles en condiciones fisiologicas (Walker et al 2001); y
durante el desarrollo del sistema auditivo en el cerebro de medio de ratas (Gillespie et
al., 2005). A pesar de la evidencia enunciada anteriormente todavia es vigente la
pregunta si el proceso de co-liberacion de neurotransmisores rapidos se presenta en la

edad madura en otros nucleos en el sistema nervioso central.



2. Pregunta general:

¢ Qué caracteristicas electrofisiologicas presentan las sinapsis entre las
neuronas del ndcleo supraquiasmatico y las aferencias provenientes del talamo

paraventricular anterior?

3. Objetivo general:

Determinar con una aproximacion electrofisioldgica las caracteristicas
neuroguimicas entre las sinapsis provenientes del talamo paraventricular anterior
y las neuronas del nucleo supraquiasmatico del hipotalamo, asi como determinar

su efecto sobre la excitabilidad de las neuronas del nucleo supraquiasmatico.

4. Objetivos Especificos:

Conocer si el potencial postsinaptico que resulta de la estimulacion en el

talamo anterior es de naturaleza mono o poli sinaptica.

Explorar la naturaleza de los neurotransmisores liberados en esta sinapsis.

Estudiar el efecto de la estimulacion del talamo paraventricular anterior
sobre la excitabilidad membranal en las neuronas del ndcleo supraquiasmatico y

su interaccion con el tracto retino-hipotalamico.



5. Métodos

5.1. Animales y condiciones generales

Se usaron ratas Wistar macho de peso entre 100 y 120 g, las cuales fueron
alojadas por minimo dos semanas antes que iniciaran los experimentos bajo un ciclo de
luz-oscuridad de 12:12 hrs. La luz (400 lux) se prendia a las 6:00 AM y se apagaba a las
6:00 PM; en un cuarto con ruido de fondo ambiental que funciona como aislador de
sonido. La temperatura fue de 22°+1° C. Para la realizacion de registros
electrofisiologicos durante el periodo correspondiente a la noche, se mantuvieron los
animales en ciclo invertido 12:12 (400 lux). La luz se encendia a la las 10:00 PM y se
apagaba a la 10:00 AM por al menos 3 semanas antes de que iniciaran los experimentos.

Los animales tenian libre acceso a agua y alimento.

5.2. Registros electrofisioldgicos

Las ratas fueron profundamente anestesiadas entre 3 y 5 hrs. después del
encendido de las luces y el cerebro fue removido rapidamente y colocado en fluido
cerebro espinal artificial (aCSF) con bajo Ca>", a una temperatura de 4° C, el cual
contenia (en mM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.2 NaH,POy4, 4 MgCl,, 0.5 CaCl,, 26 NaHCO:,
and 10 glucosa, pH 7.38, 330 mOsm/I, el medio fue oxigenado con una combinacion de
95% 0,/5%C0O,. Cuando se realizaron registros en ciclo invertido, se obtuvieron
rebanadas durante el periodo correspondiente a la luz (1 hora antes del apagado de la
luz), para evitar cambios de fase inducidos por luz. Rebanadas sagitales de 250-300 pm
de espesor fueron obtenidas con la ayuda de un vibratomo. Las rebanadas que contenian
el PVTa y el NSQ fueron transferidas en aCSF con bajo Ca>" a temperatura ambiente y

continuamente oxigenadas hasta que se procedi6 al registro. Las rebanadas fueron



colocadas en la camara de registro y fueron continuamente perfundidas (2.5-5 ml) con
aCSF oxigenado a temperatura ambiente. La solucion de la camara de registro fue
idéntica a la solucion de la extraccion excepto a que el CaCl; fue incrementado a 2.4
mM, y el MgCl, reducido a 1.3 mM. Las rebanadas del NSQ fueron visualizadas y los
electrodos de registro colocados con la ayuda de microscopia de contraste de fases en un
microscopio Nikon Eclipse 600 con una camara de video MTI y un monitor. Los
registros fueron hechos a temperatura ambiente (20-25° C) usando la técnica de célula
entera durante diferentes momentos del ciclo circadiano. Entre las 5 y las 10 horas
después del encendido de la luz se considerd la mitad del dia; y entre las 5 y las 10
horas después del apagado de la luz se considerd la mitad de la noche. Los electrodos de
registro fueron llenados con solucion interna que contenia (en mM): 72 KH,POy4, 36
KCl, 2 MgCl,, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 2 Na,ATP, 0.2 Na,GTP, pH 7.2, 275 mOsmol/l,
como es reportado por Tecuapetla et al., (2008). Las pipetas de registro tenian una
resistencia de 4 a 7 MQ. Se consider6 un sello adecuado cuando hubo una resistencia
mayor que 2 GQ, entre la pipeta de registro y la membrana de la célula. La membrana
fue rota gentilmente por una breve succion. Los registros fueron hechos en la
configuracion de fijacion de corriente con un amplificador modelo Axopatch 200B de
Axon instruments. Los datos fueron adquiridos en linea usando una tarjeta de
adquisicion digital y un programa realizado en el contexto del programa Lab View. Se
estimul6 eléctricamente al PVT anterior con un electrodo bipolar concéntrico (didmetro
interno 12.5 um de FHC Company), el electrodo bipolar se conect6 a una unidad de
aislamiento (Grass PSIU6), el cual estaba comandada por un estimulador (Grass model
2000) sincronizado a la computadora. Los pulsos eléctricos fueron aplicados con una
frecuencia de 0.5 Hz, con una duracion de 0.5 ms y la intensidad fue ajustada para

producir respuestas en el 70 al 80% de los pulsos aplicados. Cuando una célula del NSQ



estaba lista para registrar, la intensidad de la estimulacion en PVT fue aplicada al 80%
en relacion al maximo y si la neurona respondia claramente, la intensidad fue reducida
para producir del 70 al 80% de las respuestas en 10 a 20 pulsos consecutivos, de otra
forma la neurona fue descartada. Solamente aquellas neuronas que fueron capaces de
seguir una frecuencia de 20 Hz en la estimulacion del PVTa fueron seleccionadas para
analisis posteriores. Las neuronas del NSQ fueron registradas al menos por dos minutos
para obtener una linea basal de la tasa de disparo espontanea y después se realizaron dos
minutos adicionales de registro bajo la estimulacion del PVT anterior. Se analizo el
efecto de la estimulacion de PV Ta sobre las neuronas del NSQ dependiendo del patron
de disparo. Con el objetivo de disecar los diferentes componentes de las respuestas
sinapticas se utiliz6 5 mM de QX-314 en la pipeta para eliminar los potenciales de
accion espontaneos en la neurona registrada sin afectar la transmision sinaptica. Otras
drogas utilizadas para los experimentos fueron: bicuculina methiodide (10 uM),
antagonista receptores GABA4; acido DL-2-amino-5-phosphonopentanoico (APV, 50
uM), antagonista receptores de glutamato NMDA; 6,7-dinitroquioxaline-2,3(1H,4H)-
dione (DNQX, 10 uM), antagonista de receptores de glutamato tipo AMPA-kainato, y

finalmente estricnina (10 uM), antagonista de receptores glicinérgicos.

Para experimentos de minima a maxima intensidad de estimulacion, el electrodo
de registro no contuvo QX-314, con el objetivo de que los potenciales de accion
ocurran. Para la estimulacion maxima, una relacion estimulo respuesta fue obtenida,
cuando una clara respuesta fue obtenida en el 50 % de los intentos se consideré como
una unidad (X). Para la maxima estimulacion, la intensidad de estimulacion fue
incrementada 5 veces la unidad de estimulacion (5X). La maxima intensidad produjo el
100% de las respuestas sinapticas y genero potenciales de accion al menos en el 50% de

los eventos. Para los experimentos de estimulacion minima, se determino la relacion



estimulo-respuesta con el objetivo de hallar un nivel al cual la tasa de fallas disminuyera
sin incrementar la amplitud media de las respuestas. La estimulacién minima fue
aquella en el que el nivel de fallas fue del 40 al 60 % (Gillespie et al., 2005). En esta
intensidad de estimulacion, de 50 a 100 estimulos fueron aplicados a una frecuencia de
0.5 Hz, antes y después de la administracion de la primera droga (estricnina mas
APV/DNQX o bicuculina) y después de 50-100 pulsos fueron administrados en
presencia de una segunda droga (bicuculina o APV/DNQX) para abatir por completo la

respuesta restante.

Se analizaron las corrientes postsinapticas espontaneas (CPSe) en 15 neuronas
del NSQ que respondieron a la estimulacion del PVTa. Para cada célula se registraron al
menos 500 eventos de las CPSe en cada una de las siguientes condiciones del bafio: (1)
solucion de aCSF solamente, (2) solucion de aCSF afadida de 1 uM TTX y 200 uM de
CdCl; con el objetivo de bloquear los potenciales de accion y la liberacion de
neurotransmisor dependiente de Ca*" y aislar la liberacion de neurotransmisor
relacionada con la liberacion espontanea de vesiculas sindpticas (miniaturas). (3) La
solucidon 2 conteniendo ademas 10 uM de bicuculina con el objeto de bloquear los
receptores GABA, y aislar el componente glutamatérgico de las CPSe. (4) Solucion 2
suplementado con 10uM DNQX y 50uM APV para bloquear los receptores de
glutamato AMPA-kainato y NMDA con el objetivo de aislar el componente

GABA¢érgico de las CPSe.

El analisis de los potenciales sinapticos fue hecho en el programa Mini Analisis
6.0.3 (synaptosoft). Los parametros estudiados fueron: la amplitud al pico del potencial

sinaptico y la latencia desde el artefacto del estimulo al inicio de la respuesta.



Se analiz6 la estimulacién individual y simultanea del PVTa y el RHT sobre dos
parametros fundamentalmente de la excitabilidad de las neuronas del NSQ: la
probabilidad de disparo y en la frecuencia de potenciales de accion de las neuronas del
NSQ. Con el objeto de obtener un indicador de la probabilidad de disparo (P), se
aplicaron 100 estimulos (E), de forma independiente o simultanea sobre el PVT y el
RHT con una intensidad de corriente suficiente para inducir un PPS en el 60 % de los
pulsos aplicados. El numero de total de respuestas (R) (potenciales de accion inducidos
por la estimulacion de los nucleos) fue dividido en el nimero total de estimulos
aplicados. Dicho de otro modo, se tomd como probabilidad de disparo al numero de
respuestas entre el nimero de estimulos (P=R/E). La estimulacién simultanea es igual a
la estimulacion del RHT con un retraso de 5 ms a la estimulacion del PVTa, puesto que
el analisis de la latencia entre estos 2 nucleos indica que la latencia del PVTa es mas

larga que la del RHT, como se mostrara después.

El analisis de la estimulacion del PVTay el RHT sobre la frecuencia de disparo
de las neuronas del NSQ se realizé de la siguiente manera: (1) Se registro una basal de
dos minutos en ausencia de estimulacion. (2) Se estimul6 el PVTa de forma individual y
se realiz6 un registro por 2 min. (3) Se estimul6 el RHT individualmente y se registrd
por 2 minutos la tasa de disparo espontanea (TDE). (4) Se estimulé el PVTay el RHT
de forma simultdnea (como se indica en la parte superior) y se registré la TDE por 2

min. (5) Se registr6 por 2 min la TDE sin estimulacion de algin nucleo.

Se us6 en la mayor parte de los casos la prueba de Wilcoxon para muestras
pareadas. Cuando se analizaron mds de dos muestras se utilizo la prueba Friedman para
muestras relacionadas y la Kruskal Wallis para muestras no relacionadas. La prueba de

Dunn fue utilizada como prueba post-hoc. El nivel de a fue de 0.05.



5.3. RT-PCR en tiempo real

El PVT (Paxinos y Watson, 1997) anterior fue disecado de una rebanada coronal
de 300 um de espesor bajo microscopia estereoscopica (Nikon SMZ645). Las rebanadas
fueron preparadas como se describi6 anteriormente. Los bloques de tejido que contenian
el PVT anterior fueron tratadas con enzimas digestivas: papaina y tripsina (10 mg/ml,
cada enzima) y disociadas mecanicamente por una gentil manipulacién a través de una
pipeta Pasteur. Las neuronas fueron colocadas en un medio de cultivo hasta el momento
de ser procesadas. Las neuronas fueron succionadas con una pipeta de registro bajo el
control visual de un microscopio invertido Nikon TE2000; y colocadas en un tubo para
PCR estéril. A cada célula se le afiadié 10 pl de agua fria y fueron tratadas con
dietilpirocarbonato con el objetivo de romper y eliminar el DNA residual. El total RNA
fue expuesto a la digestion con DNAasa por incubacion a 25° C durante 15 min, la
reaccion fue detenida por la incubacion a 65°C por 15 min adicionales. La transcripcion
reversa de la primera sintesis del cDNA fue llevada a cabo usando el kit GeneAmp
RNA PCR Kit. Los iniciadores (primers) seleccionados fueron: VGLUT2 (sentido
TTCCTCATCGCTGCACTGG; antisentido TTCGCTTGTTTCCTCAGGGT); VGAT
(sentido CGAGCTTTAAACACCTCCGGT; antisentido
AGAACGACAGAAACGCAGACG); GFAP (sentido
CGCCACCTACAGGAAATTGC; antisentido TGGTGTCCAGGCTGGTTTCT); y
GADPH (sentido TCACCACCATGGAGAAGGC; antisentido CAGGAGGGAT
TGCTGATGATC); Sinaptotagmina (sentido TCCAGAAAGTGCAAGTGGTGG;
antisentido CCCCAGTGCTGTTGTAACCAA). El PCR en tiempo real fue realizado y
analizado mediante el kit ABI PRISM 7000. La HotStarTaq polimerasa fue activada a

95° C por 10 min, seguido por 50 ciclos a 95°C por 30 s, 60° C por 60 s. Todas los



experimentos fueron amplificados en duplicado y la media fue obtenida para calculos

posteriores.

5.4. Estudios de inmunohistoquimica

Ratas Wistar de 100 a 250 g fueron perfundidas transcardialmente con 250 ml de
solucion salina, seguido de 250 ml de paraformaldeido al 4% en buffer de fosfato y
salina (PBS; pH 7.2, 0.1 M). El cerebro fue removido y crio-protegido mediante
concentraciones sucesivas de sacarosa en PBS (10%, 20% y 30%). Rebanadas coronales
de 40 pm de grosor fueron obtenidas con la ayuda de un criostato. Las rebanadas fueron
incubadas con un anticuerpo monoclonal contra VGLUT2 de ratén y un anticuerpo
policlonal contra VGAT de conejo, 1:250 por 72 hrs a -4° C. Los anticuerpos fueron
diluidos en PBS con triton X-100 al 0.01% y suero de cabra (PBSGT) como se describe
en Aguilar-Roblero et al., (1994). Las rebanadas fueron lavadas 3 veces por 10 min con
PBS e incubadas por 2 hrs a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios para
anti-raton conjugado con Alexa fluor 594 a una concentracioén 1:1000 y anticuerpo anti-

conejo conjugado con Alexa 488 a la misma concentracion en PBSGT.

Para las inyecciones de Fluoro-Gold se utilizaron ratas Wistar de 100 g que
fueron mantenidas en ciclos 12:12 hasta el momento de la cirugia. Las inyecciones de
PVTa fueron hechas como previamente se describieron (Salazar-Juarez et al., 2002). El
Fluoro-Gold se disolvi6 en salina (0.9%) a una concentracion de 4%. El volumen total
inyectado fue 0.1um en 5 min. Los animales fueron mantenidos 48 hrs después de los

procedimientos quirirgicos para asegurar un adecuado etiquetamiento anterégrado.

Aunque nuestros anticuerpos estan bien estandarizados, se realizaron los
siguientes controles para asegurar que el pegado de los mismos fue especifico bajo

nuestras condiciones experimentales. Para ello, se incubaron las rebanadas con ambos



anticuerpos secundarios (anti-raton [594] y anti-conejo [488]) en ausencia de los
anticuerpos primarios para comprobar que no hubiera pegado inespecifico. No se
encontré marca superior al ruido de fondo. Se incub6 el anticuerpo secundario (anti-
raton [594]) con el anticuerpo primario contrario hecho en conejo (VGAT). En otro
grupo, se incubo el anticuerpo secundario contra conejo (Alexa 488), con el anticuerpo
primario hecho en raton (VGLUT?2), con el fin de comprobar que no habia cruzamiento
en el pegado. Al igual que el control anterior, no se encontré marca superior al ruido de

fondo.



6. Resultados

6.1. La conexion entre el talamo paraventricular anterior y el nucleo

supraquiasmatico es monosinaptica

El primer objetivo fue saber si la respuesta postsindptica que resulta de la
estimulacion del PVTa es mono o poli sindptica. Si el potencial postsinaptico que
resulta de la estimulacion eléctrica del tdlamo paraventricular anterior es de naturaleza
monosinaptica, no existiran diferencias en las latencias en las respuestas entre bajas (5)
y altas (20 Hz) frecuencias de estimulacion en el tdlamo paraventricular (Berry y
Pentreath, 1976). Para ello se analizaron las latencias en las respuestas de 17 neuronas
del NSQ estimuladas en el PVTa a una frecuencia de 5 y 20 Hz (con un potencial de
mantenimiento de membrana de -70 mV) y no se encontraron diferencias significativas
en ellas. La latencia que mostro el potencial postsinaptico (PPS) en la neurona del NSQ
cuando recibi6 estimulacion a 5 Hz fue 9.99 + 3.26 ms; mientras que cuando fue
estimulada a 20 Hz fue 9.84 + 3.18 ms (P=0.75; prueba de Wilcoxon) (Fig. 9). De
acuerdo con Zhang et al., (2006) la habilidad de una sinapsis para seguir altas
frecuencias de estimulacion es indicativo de monosinapsis. Bajo este supuesto, se
examind la habilidad de las neuronas del NSQ para seguir una estimulacion de 20 Hz en
el PVT anterior. De 196 neuronas analizadas 102 (52 %) fueron capaces de seguir 20 Hz
con una latencia de 9.5 + 2.1 ms. Estos resultados indican que la sinapsis entre el PVT

anterior y el NSQ es monosinaptica.
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6.2. Caracterizacion del componente glutamatérgico del talamo paraventricular

anterior a las neuronas del nucleo supraquiasmatico

El siguiente objetivo fue conocer el tipo de neurotransmisor liberado en la
sinapsis entre el PVTa y el NSQ; si la estimulacion del PVTa produce un potencial
postsinaptico excitatorio (PPSE) que resulta de la liberacion de glutamato, entonces la
aplicacion de bloqueadores selectivos para los receptores glutamatérgicos ionotrépicos
(en presencia de bicuculina, antagonista de los receptores GABA ) provocara la
abolicion completa de la respuesta. Para ello, se procedio a aislar el componente
glutamatérgico en 40 neuronas del NSQ (34 durante la fase de luz y 6 durante la fase de
oscuridad) registradas en presencia de QX-314 en la solucidn interna de la micropipeta,
con el objetivo de eliminar los potenciales de accién espontaneos; ademas, se anadid
bicuculina a la solucion extracelular para restar el componente GABAérgico mediado

por la activacion de los receptores GABAA. No se encontraron diferencias entre las



neuronas registradas durante la fase de luz y la de oscuridad. La administracion de

bicuculina increment6 la amplitud de los PPSE (Fig. 10A, B).
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Figura 10. Caracterizacion del componente glutamatérgico durante la estimulacion de PVTa. A) PPS
registrados en el NSQ por la estimulacion del PVTa a diferentes potenciales de mantenimiento. Las
condiciones experimentales durante el experimento son indicadas en la parte superior de cada
columna. El componente atribuible a la activacion de los receptores NMDA fue calculado por la resta
algebraica de la columna 2 menos la columna 3. B) Poder del PPS (estimado por el area bajo la
curva) antes y después de la aplicacion de bicuculina. La aplicacion de bicuculina increment6 la
amplitud de los PPSE y elimind los PPSI a diferentes potenciales de membrana. C) Potencial de
inversion calculado para los PPS glutamatérgicos (después de la aplicacion de bicuculina) que
resultaron durante la estimulacion del PVTa. D) Contribucion relativa de los componentes atribuibles
a la activacion de los receptores de AMPA-Kainato y NMDA en los potenciales glutamatérgicos.
Dichos componentes fueron estimados por el valor del area bajo la curva.

No se encontraron cambios en las latencias previas y posteriores a la aplicacion
de bicuculina (7.9 £ 0.58 ms antes, 7.9 + 0.52 después, Wilcoxon P=0.94). En todas las
neuronas disminuyo la amplitud del PPSE después de la aplicacion de APV y este fue

completamente abolido después de la aplicacion de DNQX (Fig. 10A). E1 PPSE



glutamatérgico tuvo la capacidad para seguir una frecuencia de 20 Hz de estimulacion.
El potencial de inversion del componente glutamatérgico aislado fue cercano a 0 mV
(Fig. 10C), el cual es acorde con el valor reportado para el potencial de inversion de los
receptores glutamatérgicos (Hille, 2001). La contribucion relativa de los receptores
AMPA -kainato y NMDA a diferentes voltajes se muestra en la figura 10D. Los datos

sugieren que el glutamato es uno de los neurotransmisores liberados en la sinapsis entre

el PVTay el NSQ.

6.3. Aislamiento del componente GABAEérgico del talamo paraventricular anterior

a las neuronas del nucleo supraquiasmatico

Puesto que el postpotencial (PPS) que resultd de la estimulacion del PVTa
mostr6 una gran participacion de los receptores GABA 4 (Fig. 11), la siguiente pregunta
se enfocd en saber si el neurotransmisor GABA es liberado en las sinapsis del NSQ por

axones provenientes de PVTa o por grupos neuronales intermedios entre el primero y el

NSQ. Figura 11. Los potenciales postsinapticos
en el NSQ producidos por la estimulacion
del PVTa tienen un componente
GABAérgico y uno glutamatérgico. A)
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interneurona? Si la estimulacidon del PV Ta produce solamente liberacion de glutamato y

no de GABA, la aplicacion de un coctel de bloqueadores selectivos para receptores



ionotrdopicos de glutamato pero no de GABA 4 inducira la completa aboliciéon de la
respuesta. Con el objetivo de aislar el componente GABAérgico 21 neuronas del NSQ
(13 durante la fase de luz y 8 durante la fase de oscuridad) fueron registradas en
presencia de QX-314. APV y DNQX fueron afiadidos a la solucion extracelular después
del registro basal. No se encontraron diferencias entre las respuestas registradas durante
el dia y la noche. El bloqueo de los receptores glutamatérgicos aislo un claro
componente de naturaleza GABAérgica, el cual fue completamente abolido por la
aplicacion de bicuculina (Fig. 12A, B). Los PPS aislados mostraron la misma latencia
tanto antes como después de la administracion de los bloqueadores glutamatérgicos
(9.08 £ 1.2 ms antes, 9.16 + 1.05 después, prueba de Wilcoxon, P=0.81). El potencial de
inversion del componente GABAérgico fue -46.6 + 5.4 mV (Fig 12C, D). El
componente GABA¢érgico aislado mostro la habilidad para seguir una frecuencia de 20
Hz de estimulacion. La persistencia del postpotencial postsindptico inhibitorio (PPSI)
después del bloqueo de los receptores glutamatérgicos sugiere que el GABA es liberado
directamente por la estimulacion ejercida sobre el PVTa y no es liberado por un grupo

de interneuronas entre este y el NSQ.



Figura 12. Caracterizacion del
componente GABAérgico de la
respuesta monosinaptica en el NSQ
por la estimulacion del PVTa. A) El
bloqueo de los receptores NMDA y
AMPA-Kainato de glutamato
(APV/DNQX), increment6 la amplitud
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6.4. Diferentes intensidades de estimulacién en el tdlamo paraventricular anterior
producen potenciales postsinapticos con la misma latencia en las neuronas del

nacleo supraquiasmatico

Con el objetivo de descartar la activacion de diferentes fibras descendentes al
NSQ que pudieran activarse por la estimulacion del PVTa se realizé el analisis de la
latencia a diferentes intensidades de estimulacion (Uchigashima et al., 2007). ;La
estimulacion sobre el PVTa activa fibras descendientes al NSQ que podrian estar
liberando GABA? Si la estimulacion sobre el PVTa esta activando fibras descendentes
al NSQ, entonces habra diferencias en las latencias de los PPS con la estimulacion
maxima y la estimulaciéon minima. Se analizaron las latencias en 10 neuronas a
diferentes intensidades de estimulacion (desde minima hasta méxima) en el PVTa; no se
encontraron diferencias entre los minimos y los maximos valores de estimulacion

(12.83 = 0.44 ms; 12.33 + 0.16 ms, respectivamente, prueba de Wilcoxon, P=0.5; Fig.



13A). Similar a estos resultados, el componente GABAérgico aislado por la aplicacion
de APV/DNQX no mostrd cambios en la latencia entre minima y méxima estimulacion
(12.5 £1.0; 12.75 £ 0.75 respectivamente, prueba de Wilcoxon, P=1; Fig. 13A, B).

Estos resultados indican que el componente GABAérgico es activado desde el PVTay

no desde otras fibras que descienden al NSQ.
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Figural3. La latencia del PPS
GABA¢érgico producto de la estimulacion
del PVTa permanece igual durante
diferentes intensidades de estimulacion. A)
PPS registrados en el NSQ durante
diferentes intensidades de estimulacion en
el PVTa (desde la minima hasta la
maxima) en situacion control. B) Diseccion
del PPS GABAérgico resultado de la
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i APV/DNQX aplicacion de APV/DNQX.

6.5. La estimulacién minima en el talamo paraventricular anterior produce
potenciales postsinapticos combinados en las neuronas del nucleo

supraquiasmatico

El siguiente objetivo se orientd a saber si el GABA y el glutamato eran liberados
simultaneamente por la misma neurona del PVTa que proyecta sus axones a las
neuronas del NSQ. ;La liberacion de GABA y glutamato es el resultado de la activacion
de diferentes grupos neuronales en el PVTa que se activan simultaneamente por la
corriente inyectada en este nucleo bajo las condiciones usadas en el experimento? Si los

componentes de PPS son el resultado de diferentes grupos neuronales que se activan por



la corriente inyectada en el PVTa, entonces una estimulacion minima en este nucleo
eliminaria el componente GABA¢&rgico o glutamatérgico de la respuesta postsinaptica.
El protocolo de estimulaciéon minima utilizado es acorde al reportado por Gillespie et
al., (2005). En este grupo de experimentos se administro estricnina (bloqueador de
receptores glicinérgicos) con el objetivo de descartar la posible liberacion de glicina
desde las terminales provenientes del PVTa. Se diseco el componente glutamatérgico
por la aplicacion de bicuculina y estricnina, los cuales disminuyeron la amplitud del
PPSE en 7 de 8 neuronas (control 4.3 = 0.78; después del coctel 3.3 £ 0.74 mV; prueba
de Wilcoxon, P=0.01). No se encontraron diferencias en las latencias (10.1 + 0.7 ms
antes; 10.1 £ 0.6 ms después de la aplicacion de bicuculina/estricnina. Prueba de
Wilcoxon, P=1). El PPS residual fue completamente abolido por la administracién de
DNQX/APV (Fig. 14A, B). En la neurona restante, la presencia de bicuculina y
estricnina disminuy¢ la amplitud del PPS pero alarg6 la latencia. En 8 neuronas
adicionales se aislo el componente GABAérgico con APV/DNQX y estricnina (Fig.
14C, D, E), los cuales redujeron la amplitud del PPS en 7 neuronas de 3.7 + 0.75a 2.2 +
0.29 mV, prueba de Wilcoxon P=0.01; sin afectar las latencias (control 13.9 £+ 0.6,
después del coctel 14.2 £ 0.7, prueba de Wilcoxon P= 0.25). El PPS residual fue
completamente eliminado después de la aplicacion de bicuculina (Fig. 14E). Estos
resultados sugieren que GABA y glutamato son liberados simultaneamente por la

misma neurona del PVTa en el NSQ.
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Figura 14. La estimulacion minima del
PVTa revela simultanea liberacion de GABA
y glutamato de terminales sindpticas en el
NSQ. A) La administracion de bicuculina y
estricnina reduce la amplitud de los PPSE. La
aplicacion adicional de antagonistas de los
receptores glutamatérgicos abolid la
respuesta restante. B) Latencias de los PPS
que resultaron de la estimulacioén del PVTa
antes y después de la aplicacion de bicuculina
y estricnina. C) Respuesta bifasica en una
neurona del NSQ inducida por la
estimulaciéon minima de PVTa en un
potencial de mantenimiento de -30 mV, los
antagonistas de receptores glutamatérgicos y
glicinérgicos abolieron el PPSE e
incrementaron el PPSI. D) Latencias de los
PPS durante el control y después de la
diseccion del componente GABAérgico
(posterior a la administracion de
APV/DNQV vy estricnina). E) La aplicacion
de APV/DNQX disminuy¢ la amplitud de los
PPSE (2), mientras que fue completamente
abolida por la aplicacion de bicuculina y
estricnina (3). El lavado de los antagonistas
glutamatérgicos (4) reveld un componente
glutamatérgico. H) Curso temporal del
experimento mostrado en panel G.

6.6. El analisis de las corrientes miniaturas en el nacleo supraquiasmatico apoya la

hipdtesis de co-liberacién de GABA y glutamato

Debido a que la estimulacion minima es un protocolo que intenta estimular unas

cuantas fibras pero no asegura que la neurona postsinaptica esta recibiendo inervacion
de una sola neurona presinaptica nos enfocamos a confirmar mediante el estudio de las
corrientes miniatura si el GABA y el glutamato podrian ser co-liberados sobre las
neuronas del NSQ. Se analizaron 15 neuronas que recibian aferencias monosinapticas
del PVTa. Se analizaron al menos 500 corrientes postsinapticas espontaneas (CPSe) en
cada condicion. TTX (1pM) y CdCl, (200uM) fueron administradas al bafio después de
5 min de registro basal, con el objetivo de reducir la probabilidad de neurotransmision y
bloquear la liberacién de neurotransmisor dependiente de Ca*" y Na* (induccion de
corrientes miniatura, acorde con Jonas et al., 1997). En comparacion con los registros

basales, la administracion de TTX y CdCl; no afect6 significativamente la amplitud de



los CPSe (21.75 £3.2 y 20.51 + 4.6 pA, respectivamente; prueba de Wilcoxon, n.s.). En
contraste, TTX/CdCl, disminuyeron la frecuencia de las CPSe de 10.95 £3.6 a 5.49 +
2.6 Hz (basal, TTX/CdCl,, respectivamente; prueba Wilcoxon, P=0.0156). Estos
resultados (reduccion de la frecuencia pero no de la amplitud) sugieren que TTX y
CdCl,; tuvieron efectos presindpticos, pero no postsindpticos (Jiang et al., 1997; Itri y
Colwell, 2003), como se esperaba. Con el objetivo de aislar las CPSe miniatura, en 9 de
las neuronas, se afiadi6 bicuculina en presencia de TTX/CdCl,. La bicuculina disminuy6
la amplitud de las CPSe, en comparacion con TTX/CdCl, (22.6 +4.8a 10.9 £ 1.1,
TTX/CdCl, y bicuculina, respectivamente; prueba de Friedman, P=0.0055, post hoc de
Dunn P<0.01, Fig. 15A(2). Posterior a esto, la perfusion contenia TTX y CdCl, pero no
bicuculina, con el objeto de desbloquear los receptores GABA . DNQX/APV fueron
incluidos en la perfusion después de pasados 10 min, para aislar las CPSe miniatura de
naturaleza GABA¢érgica. La aplicacion de DNQX/APV disminuy¢ la amplitud de las
corrientes en comparacion de TTX/CdCl, solamente, (22.6 +4.8 a 12.75 + 0.9 pA,
TTX/CdCI2 y DNQX/APV, respectivamente; prueba de Friedman P=0.0055, post hoc
de Dunn P<0.05, Fig. 15A(3). Con el objetivo de tener un disefio contrabalanceado, las
6 neuronas restantes recibieron la aplicacion de APV/DNQX inmediatamente después
de TTX/CdCl,, para descartar un efecto persistente de la bicuculina debido a un lavado
incompleto (Fig. 15B). En estas neuronas, la amplitud fue reducida en comparaciéon con
TTX/CdACl,, de 24.2 £ 4.1 a 10.8 + 1.3 pA (prueba de Wilcoxon, P=0.03). Los analisis
del 10 al 90 % del tiempo de subida de las CPSe en todas las neuronas registradas con
este protocolo indicaron que las CPSe de naturaleza GABAérgica fueron mas lentas en
comparacion con las glutamatérgicas (1.7 = 0.21 y 1.0 + 0.15 ms, respectivamente;
prueba de Friedman P=0.04, post hoc de Dunn P<0.05, Fig. 15C). En contraste, no se

encontraron diferencias de los grupos en comparacion con TTX/CdCl, solamente (1.3 +



0.08 ms, post hoc de Dunn P=0.04). El analisis de los tiempos de caida (hasta el 37%),
mostrd que los CPSe de origen glutamatérgico fueron mas rapidos que los
GABA¢érgicos (2.9 £ 0.3 y 10.55+0.7 ms, respectivamente; prueba de Friedman,
P=0.0003, post hoc de Dunn, P<0.05, Fig. 15D). De forma similar, el tiempo de caida
de las CPSe glutamatérgicas fueron mas rapidas que aquellas encontradas en
TTX/CdCl, solamente (8.1 £ 1.1 ms; post hoc de Dunn P<0.05); pero no se encontraron
diferencias entre TTX/CdCl, y el tiempo de caida de las CPSe GABAérgicas (post hoc
de Dunn). Los datos presentes son acordes con reportes previos que indican que los
eventos glutamatergicos son mas rapidos en tiempo de subida y de bajada que los
GABA¢érgicos (Jiang et al., 1997). Por ultimo, se analiz6 en cada neurona la distribucion
de los componentes GABAérgicos, glutamatérgicos y combinados en presencia de
TTX/CdCl,, utilizando su constante de caida para identificar al neurotransmisor
involucrado. Las CPSe miniatura de origen GABAérgico fue 122.4 + 19.8 ms (56.6%)),
las de origen glutamatérgico fueron 39.8+17.4 ms (18.2%); mientras que aquellos
eventos que fueron una combinacion de ambas constantes de decaimiento
(GABA¢rgicos y glutamatérgicos) fueron 60 + 16.18 ms (25.2%). Estos resultados
apoyan la hipdtesis de que GABA y glutamato son co-liberados de las mismas

terminales sindpticas (PVTa) en las neuronas del NSQ.
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Figura 15. Corrientes postsinapticas miniatura muestran cinéticas de decaimiento combinadas de GABA
y glutamato. A) Curso temporal de CPSe en presencia de (1) TTX y CdCl,, (2) TTX/CdCl, y bicuculina
(3) TTX/CdCI, + DNQX/APV. B) (Arriba) trazos combinados tipicos encontrados en TTX/CdCl,, los
cuales tienen dos constantes de decaimiento () rapida y lenta; (abajo) dos trazos representativos
superpuestos correspondientes a GABA (DNQX/APV) y glutamato (bicuculina). C, D) Los eventos
glutamatérgicos son mas rapidos que los GABAérgicos (DNQX/APV) en el 10-90 % en el tiempo de
subida y en la constante de decaimiento, respectivamente. E) Amplitud de las CPSe aisladas de naturaleza
glutamatérgica y GABAérgica.

6.7. Co-localizacion de los RNAm para los transportadores vesiculares de GABA'y

glutamato en las neuronas del talamo paraventricular anterior

Puesto que el glutamato y el GABA estan relacionados con el metabolismo
neuronal, los transportadores vesiculares son los indicadores més confiables de que una
neurona libere un determinado neurotransmisor (Seal and Edwards, 2006; Fei et al.,
2008). Bajo esta premisa, nos enfocamos a indagar si una neurona del PVTa podria
poseer ambos transportadores vesiculares para GABA y glutamato. Si una neurona del
PVTa colibera GABA y glutamato entonces poseera los RNA mensajeros para los
transportadores vesiculares de dichos neurotransmisores. Con este objeto, se utilizé RT-

PCR en tiempo real en célula tunica, para saber si las neuronas de PVTa tenian los



transportadores vesiculares para GABA (VGAT) y glutamato (VGLUT2). Se utilizo
sinaptotagmina para discriminar entre neuronas y células gliales y GADPh que es un
gen constitucional como control del procedimiento. De 18 células disociadas del PVT
anterior (Fig. 16A, B), todas expresaron el GADPh pero solamente 13 expresaron
sinaptotagmina y fueron consideradas como neuronas. De estas 13 neuronas, 3 (23.0 %)
expresaron VGAT solamente, mientras 2 (15.4 %) expresaron el VGLUT2; 4
expresaron VGLUT2 y VGAT (30.8 %, Fig. 16E, F). Las 4 neuronas restantes (30.8%)
expresaron VGLUT?2 y solamente trazas de VGAT con una CT>40 ciclos. Las 5 células
que no expresaron sinaptotagmina fueron consideradas como un tipo de célula glial.
Estos resultados indican que dentro del PVTa hay un grupo sustancial de neuronas que
contienen ambos tipos de transportadores para GABA y glutamato y por tanto podrian

co-liberar ambos neurotransmisores.



Figura 16. Experimento de RT-
PCR en tiempo real de célula
unica del PVTa. A)
microdiseccion de PVTa (parte
faltante) de una rebanada coronal
de cerebro de rata. Abreviaturas:
LV, ventriculo lateral; st, stria
terminalis; PT, nucleus
paratenialis; Re, nucleus reuniens;
sm, stria medulares; vhc, ventral
hippocampal commisure. B)
Extraccion de una célula de PVTa
con una pipeta de vidrio para ser
usada en un experimento de RT-
PCR. C) Tiempo de amplificacion
(CT) para deteccion de
fluorescencia de diferentes
RNAm, de una célula del PVTa,
que expresa GADPh,
sinaptotagmina, transportador
om0 T8 . cg}f‘ 90 vesicular de GABA (VGAT), y
L VGLUT2, el patron de co-

localizacion atribuido a esta célula
es encontrado en el 30.8% de las
células analizadas. D) Curvas de
disociacion para la misma célula
que en el panel C. E) Grafica de
una neurona de PVTa que no
expresa VGAT pero si GADPh,
sinaptotagimina y VGLU?2. Este
10 20 30 40 75 80 85 g0 patron de expresion de RNAm es

Ciclo (CT) Temperatura ('C) encontrado en el 15.4% de las
veces. F) Curvas de disociacion
para la misma neurona que en
panel E.
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6.8. Co-localizacion de las proteinas a los transportadores vesiculares de GABA 'y

glutamato en terminales marcadas del tdlamo paraventricular anterior

Puesto que existe la posibilidad de que los RNA mensajeros no sean traducidos
(Lewin, 2002) nos enfocamos a determinar si las proteinas de los transportadores
vesiculares de GABA (VGAT) y glutamato (VGLUT2) colocalizan en las mismas
terminales del NSQ. Si las terminales de la misma neurona co-libera GABA y
glutamato sobre las neuronas del niicleo supraquiasmatico, entonces debera existir co-
localizacién de las proteinas transportadoras vesiculares para dichos neurotransmisores.

Cuatro NSQ de diferentes animales fueron analizados por medio de inmuno-



fluorecencia. Las secciones fueron incubadas con anticuerpos contra VGAT y
VGLUT?2. El nimero terminales inmunoreactivas (en 100 pm?® de NSQ) para VGAT
fueron 58.04 + 2.99, para VGLUT2 51.10 + 3.21; el numero de terminales en donde co-
localizaron ambos tipos de proteinas fueron 8.85 £ 1.06 (Fig. 17A, B). El analisis de
correlacion de Pearson entre los canales rojo y verde correspondiente a las
inmunoreatividad de las proteinas VGLUT2 y VGAT respectivamente, fue de 0.34 +

0.02 (n=4).




Figura 17. Co-localizacion de la inmunoreactividad para los VGAT y VGLUT?2 en terminales
sinapticas provenientes del PV Ta, localizadas en el NSQ. A) Imagen de contraste de fases
diferencial del hipotalamo anterior el cual muestra la localizacion del NSQ (circulo punteado),
el cuadrado indica el area engrandecida en el panel B. Escala 100 pM. B) Doble marca para
VGAT (verde) y VGLUT?2 (rojo), las imagenes mezcladas se muestran en el panel derecho.
Las flechas indican las terminales con co-localizacion de ambas proteinas en amarillo. C —E)
Micrografias de tres secciones de diferentes animales mostrando terminales inmunoreactivas
de VGAT, VGLUT y Fluoro-Gold, esta tlltima marca fue inyectada por medio de técnicas
estereotaxicas en PVTa. Las flechas indican la triple marca en blanco. Los asteriscos indican la
presencia de un cuerpo celular. Escala SuM (paneles B-E).

Para asegurarnos que la co-localizacion de las proteinas de los transportadores
vesiculares de GABA y glutamato provenia de las neuronas del PVTa y no de otro
nucleo se realizé un marcaje anterégrado desde las neuronas de dicho ntcleo. Si la co-
localizaciéon de VGAT y VGLUT se encuentra en terminales de neuronas pertenecientes
al PVTa, entonces al marcar dicho nicleo se debera encontrar la co-localizacion de
ambas proteinas junto con el marcaje anteroégrado. Con este fin, se inyect6 fluoro-gold
en el PVTa por medio de técnicas estereotaxicas (Fig. 17) y se trataron las rebanadas
con anticuerpos para VGAT y VGLUT2 como se mencion6 anteriormente. La
cuantificacion de terminales inmunoreactivas en 100 um” para VGAT fueron 66.98 +
2.76; VGLUT 59.65 + 3.72; fluoro-gold 3.3 + 1.36; terminales etiquetadas de PVT
anterior que mostraron co-localizacion de VGAT y VGLUT?2 fueron 1.4 + 0.35. (Fig.
17C-E). Hubieron algunas terminales que tuvieron co-localizacion de VGAT y
VGLUT?2 y no mostraron marcaje de Fluoro-Gold (0.53 £ 0.11). Estos resultados
indican que la co-localizacion de las proteinas de los transportadores vesiculares para
GABA y glutamato proviene de neuronas que tienen sus cuerpos neuronales en el

PVTa.



Figura 18. Inyeccion de fluoro-gold en el PVTa. Reconstruccion de la inyeccion de fluoro-
gold por técnicas estereotaxicas. Abreviaturas: sm, stria medullaris, PVTa, tdlamo
paraventricular anterior, D3V tercer ventriculo dorsal, 3V tercer ventriculo. Escala, 500 pm.

6.9. Efecto de la estimulacion del tdlamo paraventricular anterior sobre la
excitabilidad de las neuronas del nucleo supraquiasmatico y su integracion con las

entradas provenientes del tracto retino hipotalamico

El grupo de experimentos descritos hasta este momento fueron enfocados a los 2
primeros objetivos: 1) comprobar si la sinapsis entre el PVTa y el NSQ es
monosinaptica 2) explorar la naturaleza de los neurotransmisores involucrados en esta
sinapsis. A continuacidén nos abocaremos al tercer objetivo que es analizar la interaccion
excitante entre las entradas provenientes del PVTa en términos de la modulacién de la
excitabilidad neuronal en el NSQ y como interactian estas con su principal aferencia
sincronizadora, el RHT. Con este objetivo, se realizaron una serie de experimentos en la
configuracion de célula entera tendientes a explorar dos aspectos principales: la

probabilidad de disparo de las neuronas del NSQ y el efecto de la estimulacion del



PVTay el RHT de forma independiente y simultanea sobre la frecuencia de disparo
espontanea de las neuronas del NSQ. Si el PVTa modifica la excitabilidad de las
neuronas del NSQ, entonces la estimulacion del primero tendra un efecto sobre la
probabilidad y la frecuencia de disparo de las neuronas del nicleo supraquiasmatico.
Para comprobar esta hipotesis, se exploraron 138 neuronas del NSQ); 47 en célula unida
y 91 en la configuracion de célula entera. Se clasifico la tasa de disparo espontaneo
(TDE) de las neuronas registradas en base al tipo de distribucion de la frecuencia en el
intervalo interespiga (Konokenko y Dudek, 2004). De las 138 neuronas registradas, 49
(36%) mostraron un disparo ritmico, 67 fueron (49%) arritmicas; 17 (12%) tuvieron una

tasa de disparo muy bajo (<0.05 Hz) y 5 (3%) dispararon en rafagas (Fig. 19).

Ritmica

Arritmica Figura 19. Tipos de
patréon de disparo
encontrados en las
neuronas del NSQ.

o LA M Y P Dichos pa(tlrones
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Los patrones de disparo encontrados son acordes a los reportados en el NSQ por

Kononenko et al., (2008). Los registros en célula unida y célula entera mostraron una



distribucion similar en la TDE (Tabla 1), indicando que las condiciones metodoldgicas
de célula entera conservan el patron de disparo de las neuronas del NSQ. Las 5 neuronas
con disparo en rafagas se incluyeron en el grupo de las arritmicas para posteriores
analisis.

Tabla 1. Distribucion de tipos de patron de disparo encontrados en las neuronas del NSQ, en

relacion a la metodologia utilizada en su registro.

Célula unida Célula entera
Tipo de disparo N}]mero de ' _ N}]mero de
células % Tipo de disparo  células %
Ritmicas 13 28 Ritmicas 36 38
Arritmicas 31 66 Arritmicas 36 42
Muy baja TDE 3 6 Muy baja TDE 14 15
Rafagas 5 5

Total 47 100 100 100

6.9.1. Respuesta de las neuronas del nucleo supraquiasmatico a la estimulacion del

talamo paraventricular anterior y el tracto retinohipotalamico

De un total de 138 neuronas, 85 (61%) responden a ambas aferentes, 20 (14%)
solamente a RHT, 15 (11%) a PVTay 13 (10%) no responden a ninguna de las
aferencias (Fig. 20). No hubo alguna preferencia entre el patrén de disparo de las

neuronas del NSQ y el hecho de que respondieran a algunas de las aferencias.

Figura 20. Distribucion de
respuesta de las neuronas del

NSQ a la estimulacién del
apvT RHT PVTay el RHT. La
interseccion de los 2 grupos
indica el nimero y porcentaje
de neuronas que respondieron
a la estimulacion de ambos
nucleos. Los niimeros fuera
de la interseccion
corresponden a las neuronas
que responden solamente al
nucleo indicado arriba en
negrillas. El nimero fuera de
(10%) las elipses indica la cantidad
de células del NSQ que no
responden a algun nicleo
explorado.




La latencia a la presentacion del PPS tras la estimulacion del RHT fue de 5.67 £
0.29 ms mientras que tras la estimulacion en PVTa fue de 10.8 + 0.38 ms (Prueba T no

pareada, t=10.39, P<0.001, n= 84, Fig. 21).
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6.9.2. Efecto de la estimulacién simultanea del tAlamo paraventricular anterior y el
tracto retinohipotalamico sobre la probabilidad de disparo de las neuronas del

nacleo supraquiasmatico

Para estos experimentos se estimul6 independiente y simultaneamente el PVTay
el RHT con el objetivo de verificar su efecto sobre la probabilidad de disparo de las
neuronas del NSQ mantenidas bajo un potencial de membrana hiperpolarizado (-70
mV), por la aplicacion de un pulso de corriente negativa. La probabilidad de disparo tras
la estimulacion independiente del RHT, fue de 0.15 = 0.052; del PVTa de 0.03 += 0.01;
pero cuando ambos nucleos fueron estimulados simultdneamente (SIM) dicha
probabilidad increment6 significativamente a 0.56 + 0.06 (Kruskal-Wallis P=0.0001,

post hoc de Dunn RHT vs. SIM P<0.05; PVTa vs. SIM P<0.001, n=13, Fig. 22).



Figura 22. Probabilidad de
A 10mv [ B S — disparo en las neuronas del
25ms NSQ por la estimulacion
del PVTay el RHT. A)
Potenciales de accion
provocados por la
estimulacién individual de
aPVT RHT SIM RHT - + + PVTa, RHT y la
estimulacion simultanea de
C ambos nucleos (SIM) en
una neurona responsiva a
—_— ambos nucleos. Potencial
de membrana de -70 mV.
B) La estimulacion
simultdnea incremento la
probabilidad de disparo en
neuronas con un potencial
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A continuacidn, se explord la probabilidad de disparo bajo condiciones de un
potencial de membrana espontaneo (sin la aplicacién de un pulso de corriente negativa).
El primer analisis se realizo en todas las neuronas sin hacer distincién de su patron de
disparo. Se encontr6 un incremento significativo cuando ambas aferentes fueron
estimuladas en comparacion con su estimulacién individual (SIM vs. RHT, 0.48 £ 0.03;
0.29 £ 0.03, respectivamente, ANOV A muestras repetidas, F=2.963, P<0.0001, post
hoc de Tukey P<0.001; SIM vs. PVTa 0.48 + 0.03; 0.37 £+ 0.03, respectivamente, post
hoc de Tukey P<0.05, n=91, Fig. 23C). Se realiz6 el mismo analisis agrupando a las
neuronas por su patron de disparo. En neuronas con un disparo ritmico, se encontraron
diferencias significativas entre la estimulacion simultdnea y la del PVTa (0.47 + 0.07;
0.30 £ 0.05 respectivamente, Friedman P=0.02, post hoc de Dunn P<0.05 n=24). Pero
no entre la estimulacion simultanea y la del RHT (0.47 + 0.07; 0.3140.06

respectivamente, n.s. Fig. 23).
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Figura 23. Probabilidad de
disparo inducida por estimulacién
de PVTa y RHT en neuronas
ritmicas. A) Treinta y cinco
barridos sobrepuestos de dos
segundos de duracion de una
célula ritmica del NSQ registrada
en configuracion de célula unida.
El tipo de estimulacion es
indicada en la parte superior. Las
flechas indican el momento de la
estimulacion. Notese como
después de la estimulacion se da
un periodo de silencio. B)
Histograma del intervalo
interespiga de la neurona
presentada en A. La distribucion
en el histograma (Gaussiana) es
caracteristica de una neurona
ritmica. C) La estimulaciéon
simultanea incremento la
probabilidad de disparo en
relacion a la estimulacion
independiente del PVTa.

La probabilidad de disparo se increment6 por la estimulacion simultanea en

contraste con la individual, en las neuronas arritmicas (SIM vs. PVT 0.45 + 0.053; 0.29

+ 0.03 respectivamente, ANOV A muestras repetidas, F=2.996, P<0.0001, post hoc de

Tukey P< 0.01, n=50) (SIM vs. RHT 0.45 + 0.053; 0.27 £ 0.046 respectivamente, post

hoc de Tukey P< 0.01 Fig. 24).



Figura 24. Probabilidad de
disparo inducida por
estimulacion de PVTay
RHT en neuronas
arritmicas. A) Treinta y
cinco barridos sobrepuestos
de dos segundos de
duracion de una célula
arritmica del NSQ
registrada en configuracion
de célula entera. La
estimulacion
correspondiente es indicada
en la parte superior. B)
Histograma del intervalo
interespiga de la neurona
presentada en A. La
distribucion en el
histograma (sesgada) es
caracteristica de una
neurona arritmica. C) La
estimulacion simultanea
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Del mismo modo, la estimulacion en neuronas con muy baja TDE, la
estimulacion simultanea tuvo el mismo efecto (SIM vs. PVT 0.61 = 0.079; 0.39 + 0.086
respectivamente, Friedman test, P=0.0423, post hoc de Dunn P<0.05, n=17) (SIM vs.
RHT 0.61 £ 0.079; 0.35 + 0.092 respectivamente, post hoc de Dunn P<0.05, Fig. 25).
En forma similar a lo encontrado por Jiao y Rusak (2003) en varias neuronas se observo
un efecto inhibitorio posterior al disparo tras la estimulacion de las aferencias. Los
resultados presentes indican que la estimulacion simultanea incrementa la probabilidad
de disparo en aquellas neuronas arritmicas y con muy baja TDE en comparacion con las

neuronas que muestran un disparo ritmico.
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Figura 25. Probabilidad de
disparo inducida por
estimulacion de PVTay
RHT en neuronas con muy
baja TDE. A) Treinta y
cinco barridos sobrepuestos
de dos segundos de
duracion de una célula
arritmica del NSQ
registrada en configuracion
de célula entera. La
estimulacion
correspondiente es indicada
en la parte de arriba. B) La
estimulacion simultanea
incremento la probabilidad
de disparo en relacion a la
estimulacion individual de
PVTay RHT.

6.9.3. Efecto de la estimulacion del tdlamo paraventricular anterior y el tracto

retinohipotaldmico sobre la frecuencia de disparo en el nlcleo supraquiasmatico

Como se ha mencionado, se cree que la frecuencia de disparo es controlada por

los genes reloj (que se considera el mecanismo enddgeno del reloj circadiano). Sin

embargo, puede existir una modificacion en el sentido opuesto, ya que la excitabilidad

de la membrana afecta la expresion de los genes reloj (Nahm et al., 2005). Por otro lado,

no existen reportes que relacionen la frecuencia de disparo de las neuronas del NSQ con

la estimulacion de sus aferentes. Debido a lo anterior, nos enfocamos en analizar el

efecto de la estimulacion individual y simultdnea del PVTa y del RHT sobre la

frecuencia de disparo de las neuronas del NSQ. En primera instancia, se realiz6 dicho



examen sobre 119 neuronas, sin importar su patron de disparo. La estimulacion del
RHT increment6 significativamente la TDE en comparacion con el control (3.32 + 0.29;
2.9 £ 0.28 Hz respectivamente, ANOV A muestras repetidas, F=5.81, P<0.0001, post
hoc de Tukey P<0.05). De igual forma, la estimulacion simultanea aumento la tasa de
disparo espontanea relacion con el control (3.4 + 0.28; 2.9 + 0.28 Hz, post hoc de Tukey
P<0.05). El segundo registro basal de la TDE sin estimulacion alguna regreso a niveles

similares en relacion con el control (2.9 £ 0.26 Hz, Fig. 26).
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Posteriormente, se realizé el mismo analisis dependiendo del patron de disparo
mostrado por las células. No se encontraron efectos en la neuronas con patron de
disparo ritmico, bajo ninguna condicion de estimulacion (ANOV A muestras repetidas,

F= 0.4900, P=0.7430, n=47, Fig. 27).
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Figura 27. La estimulacion
del PVTay RHT no afecta
la frecuencia de disparo
espontanea en las neuronas
ritmicas. A) Cinco
segundos de registro de una
neurona con disparo
ritmico. La estimulacion
correspondiente a cada
registro es indicada en la
parte superior. Los circulos
en negro indican los
momentos de la
estimulacion. B) La
estimulacion de los nucleos
mencionados (individual o
simultanea) no afectan la
frecuencia de disparo
espontanea en las neuronas
con patron de disparo
ritmico.

En contraste, en 55 neuronas con un tipo de disparo arritmico, la estimulacion de

RHT increment6 su frecuencia de disparo en relacion con el control (2.5 +0.27; 1.9 +

0.21 Hz; respectivamente. ANOV A muestras repetidas, F=5.46, P=0.003; post hoc de

Tukey, P<0.01). En forma similar, la estimulacion simultdnea del PVTa y del RHT

mostrd un increment6 significativo en contraste con el control (2.6 = 0.27; 1.9 £ 0.21

Hz; respectivamente, F=5.46, P=0.003; post hoc de Tukey, P<0.001). La segunda basal

registrada mostr6 un incremento significativo con respecto al control (2.6 + 0.27; 1.9 +

0.21 Hz, respectivamente; F=5.46, P=0.003; post hoc de Tukey, P<0.001). Lo cual

indica un efecto residual sobre la TDE después del cese de las condiciones de

estimulacion (Fig. 28).
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Por otro lado, las neuronas que presentaron muy baja TDE fueron muy sensibles
a las diferentes condiciones de estimulacion. La estimulacion de independiente del PVT
anterior y del RHT increment6 la TDE en relacion con el control (PVT, 0.617 = 0.21,
0.17 £ 0.14 Hz respectivamente; prueba de Friedman, P<0.0001, post hoc de Dunn
P<0.05 n=17; RHT, 0.89 + 0.21 Hz, prueba de Friedman, P<0.0001, post hoc de Dunn
P<0.01). En el mismo sentido, la estimulacion simultanea del PVTa y del RHT
incremento la frecuencia de disparo espontanea en comparacion con el control (0.92 +
0.20, 0.17 = 0.14 Hz, prueba de Friedman, P<0.0001, post hoc de Dunn P<0.001, Fig.

29).
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Estos resultados indican un efecto significativo de la estimulacion del PVTa en
la frecuencia de disparo en neuronas con muy baja TDE. En neuronas con un disparo
arritmico, el efecto significativo se puede atribuir principalmente a la estimulacioén por

RHT y una menor contribucion por parte de PVTa.

6.9.4. Los diferentes patrones de disparo de las neuronas del nucleo

supraquiasmatico exhiben diferentes potenciales de membrana espontaneos

Con el objetivo de explicar las diferencias encontradas entre neuronas ritmicas o
con una muy baja TDE se analiz0 el potencial de membrana espontaneo que presentaba
cada grupo neuronal. El potencial de membrana en las neuronas ritmicas fue de -43.88 +

0.75 mV; en las neuronas con un disparo arritmico -46.67 = 0.93 mV; mientras que en



neuronas con muy baja TDE -48.5 = 1.8 mV, que es donde se registro el potencial de
mas hiperpolarizado (ANOVA de una via, F=4.681, P=0.0117; post hoc de Tukey,
ritmicas vs. arritmicas P<0.05; ritmicas vs. muy baja TDE, P<0.05, n=100, Fig. 30). No
se encontraron diferencias significativas entre el potencial de membrana de las neuronas

arritmicas y con muy baja TDE.
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6.9.5. La estimulacion del talamo paraventricular anterior produce respuestas
diferenciales en las neuronas del nucleo supraquiasmatico dependiendo del patrén

de disparo de la neurona postsinaptica



Puesto que en la primera parte del proyecto se encontr6 que el PVTa libera al
mismo tiempo GABA y glutamato en el NSQ nos interesamos en ver como las neuronas
de este nticleo computan la interaccion entre neurotransmisores inhibitorios y
excitatorios dependiendo de su frecuencia de disparo espontanea y por ende de su
potencial de membrana espontaneo. Con este objetivo, se comparo la probabilidad de
PPSE y PPSI en las neuronas del NSQ por la estimulacion del PVTa haciendo dos
grupos: neuronas ritmicas en el grupo 1, y neuronas arritmicas y con muy baja TDE en
el grupo 2, puesto que no se encontraron diferencias en el potencial de membrana de
estos dos ultimos grupos. En las neuronas del grupo 1 la probabilidad de PPSI fue
mayor que la de PPSE (0.50 &+ 0.07, 0.27 + 0.04, respectivamente, Prueba T pareada, t=
2.389, P=0.02, n=36). Mientras que en las neuronas del grupo 2 la probabilidad de PPSI
fue menor que la de PPSE (0.20 = 0.04, 0.68 & 0.04, respectivamente, t=7.545,

P<0.0001, n=45 Fig. 31).
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Figura 31. Respuestas diferenciales a la estimulacion del PVTa de las neuronas del NSQ, dependiendo
de su taza de disparo espontanea. A) La estimulacion del PVTa induce potenciales postsinapticos
excitatorios y potenciales de accion en aquellas neuronas del NSQ con una baja frecuencia de disparo
espontanea (0.6 + 0.3 Hz) y disparo arritmico. B) En contraste, la estimulacion del PVTa induce
potenciales postsinapticos inhibitorios en aquellas neuronas del NSQ con una elevada frecuencia de
disparo (mas de 4 Hz) y patron de disparo ritmico. Diez trazos sobrepuestos son indicados en cada panel.



Mientras que tras la estimulacion del RHT fue mucho mayor la probabilidad de
PPSE en comparacion con la de PPSI (0.47 + 0.37, 0.09 £ 0.03, Prueba T pareada, t=5,
P<0.0001, n=45); no se encontraron diferencias entre las neuronas ritmicas y las

arritmicas (datos no mostrados).



7. Discusion de los resultados

Se usaron dos criterios para considerar la existencia de una monosinapsis: 1, la
habilidad para seguir frecuencias elevadas de estimulacion (Zhang et al., 2006), y 2 su
consistencia en las latencias a bajas (5 Hz) y altas (20 Hz) frecuencias de estimulacion
(Berry y Prennant, 1976). La sinapsis entre el PVTa y el NSQ cumplio
satisfactoriamente con estos supuestos, por lo que se puede considerar que es una
monosinapsis. La estimulacion del PVTa provoco un potencial postsinaptico combinado
en el NSQ, integrado por un PPSE y un PPSI cuando la neurona postsinaptica se
encontraba en un potencial de membrana espontaneo cercano a -45 mV (cercano al
potencial de inversion del componente GABA¢&rgico) y en presencia de QX-314. La
separacion farmacoldgica de cada componente indico que el PPSE ejerce su accion
sobre receptores glutamatérgicos ionotropicos clasicos (AMPA-kainato y NMDA),
mientras que el PPSI a través de los receptores GABA 4. La liberacion de glutamato en
la sinapsis entre el PVTa y el NSQ es acorde con los reportes de Moga y Moore (1996),
que sugieren basados en la inyeccion de glutamato radioactivo en el NSQ que el
neurotransmisor involucrado en esta sinapsis es el glutamato. De igual modo, Salazar-
Juarez et al., (2002), proponen que el neurotransmisor involucrado en esta sinapsis es el
glutamato, puesto que la estimulacion eléctrica o quimica del PVTa provoca los mismos
efectos en la curva de respuesta de fase que la estimulacion fotica; ya que el
neurotransmisor que se libera por la estimulacion fotica a las neuronas del NSQ es el

glutamato.

La diseccion farmacologica del componente inhibitorio de la respuesta del NSQ
a la estimulacion del PVTa aislé un claro componente sensible a bicuculina, el cual

mostr6 un potencial de inversion alrededor de -46.6 + 5.4 mV. Estos resultados son



importantes pues no existian reportes previos indicando que algiin neurotransmisor
inhibitorio se libere entre la sinapsis del PVTa y el NSQ. Sin embargo, el GABA es el
mas abundante neurotransmisor en el NSQ (Moore y Speh, 1993) y como se menciond
en la introduccion la mayor actividad espontanea en este nicleo es de naturaleza
GABA¢érgica (Strecker et al., 1997). La persistencia del PPSI después de la aplicacion
de bloqueadores glutamatérgicos, el hecho de que este componente muestre la habilidad
para seguir elevadas frecuencias de estimulacion, y la consistencia en las latencias antes
y después de la aplicacion de antagonistas de receptores glutamatérgicos (tanto en
estimulacién normal como minima indican que el GABA puede liberarse
simultdneamente con el glutamato desde terminales provenientes del PVTa (Jonas et al.,
1998; Jo et al., 1999; Li et al., 2004). La consistencia en las latencias entre intensidades
minimas y maximas de estimulacion, en el control y bajo la diseccion del componente
GABA¢érgico; ademads de la diseccion farmacoldgica de los componentes GABAérgicos
y glutamatérgicos en el protocolo de estimulacién minima, y la estabilidad en las
latencias bajo diferentes condiciones de estimulacion, son indicativos de que la
liberacion de ambos neurotransmisores proviene del mismo nucleo y no de grupos

neuronales intermedios (Gillespie et al., 2005, Uchigashima et al., 2007).

La colocalizacion de los RNA mensajeros de los transportadores vesiculares
para GABA y glutamato en la misma neurona disociada del NSQ, asi como la
colocalizacion de las proteinas para los transportadores vesiculares en la misma terminal
marcada desde el PVTa da apoyo adicional a la hipodtesis de una co-liberacion de GABA
y glutamato en el NSQ de terminales de neuronas provenientes del PVTa. La co-
localizacién de GABA y glutamato ha sido demostrada tanto en fibras musgosas del

hipocampo de rata y de primate (Sandler y Smith, 1991; Schwarzer y Sperk 1995;



Sloviter et al., 1996), como en la oliva superior lateral de ratas en desarrollo (Gillespie

et al., 2005).

En el mismo sentido, la aplicacion de un protocolo para inducir epilepsia
experimental en ratas se ha demostrado que induce co-liberacion de GABA y glutamato
desde fibras musgosas que arriban a neuronas piramidales de la region del hipocampo
CA3 (Gutierrez, 2000, 2002). No es clara la relevancia funcional de la co-liberacion de
neurotransmisores y particularmente tratindose de neurotransmisores antagonicos tales
como GABA y glutamato. Sin embargo, se ha implicado dicha co-liberaciéon como un
factor neurotréfico durante el desarrollo temprano, y como un mecanismo para
contrabalancear los efectos de la excitabilidad incrementada después del protocolo
inductor de la epilepsia experimental en ratas (Gutierrez, 2005). Por otro lado, dado que
existe evidencia que sitia al GABA como un neurotransmisor excitatorio durante etapas
tempranas del desarrollo (Leinekugel et al., 1997; Gao et al., 1998), se ha propuesto a la
co-liberacion del GABA vy del glutamato como un mecanismo sinérgico para asegurar la
activacion de los receptores NMDA como parte de un mecanismo de consolidacion

sinaptica durante las etapas tempranas del desarrollo (Gillespie et al., 2005).

Como se ha mencionado en la introduccion, el NSQ presenta diferentes estados
funcionales acordes a su papel como un reloj circadiano (Klein et al., 1991). Entre estos
estados funcionales se puede mencionar la dependencia temporal que tiene el reloj para
producir avances y retrasos del reloj circadiano, a partir de la misma sefal fotica. Los
retrasos y los avances del reloj, se relacionan con diferentes vias de sefializacién que se
harian sentir durante la noche temprana y tardia, respectivamente (Gillette and Mitchell
2002). Por otra parte, se ha relacionado un cambio en el efecto de inhibitorio a

excitatorio del GABA a lo largo del ciclo circadiano (Wagner et al., 1997; 2001; Albus



et al., 2005; Choi et al., 2008). Nosotros creemos que esta funcidon reportada en el NSQ
puede ser la clave para cambiar los efectos de inhibitorios a excitatorios del GABA e
inducir una mayor excitabilidad en las neuronas del NSQ mediada por las entradas
provenientes del PVTa durante ciertos momentos del ciclo circadiano pero no asi

durante otros momentos.

Por otra parte, la estimulacién simultanea del PVTa y el RHT aportan dos
resultados relevantes: 1, la convergencia funcional entre fibras provenientes de la retina
y el PVTa que ocurren en una gran proporcion de neuronas del NSQ (61%); y 2, que el
PVTa es capaz de modular la actividad eléctrica de las neuronas del NSQ especialmente
en aquellas neuronas con una excitabilidad neuronal disminuida. Tal aspecto
modulatorio de la entradas del PV Ta sobre el NSQ concede mayor soporte al papel del
PVTa como un elemento importante en el entrenamiento de los ritmos circadianos a la

luz (Salazar-Juarez et al., 2002).

Con base en la respuesta de la estimulacion al RHT, PVTa o ambos, las
neuronas del NSQ pueden ser agrupadas en 4 subpoblaciones: independiente,
responsivas al PVTa, al RHT, a ambos o no responsivas. Estos resultados apoyan la idea
de microcircuitos en el NSQ relacionados con el manejo de la informacién de las

aferentes (Roig et al., 1997).

La latencia obtenida por la estimulacion de RHT fue de 5.6 + 0.29 ms. Estudios
previos han encontrado latencias similares: Kim y Dudek (1991) en donde se reporta 6.2
ms usando registros intracelulares, mientras que Jiang et al., (1997) reportan latencias
de 2.5 to 7.8 ms por la estimulacion directa del nervio Optico; en registros de célula
entera. Segun Moore et al., (1995) dado que las fibras provenientes de la retina son

fibras no mielinizadas, otros (Jiang et al., 1997) consideran que esto es debido a la



velocidad de conduccion que es mas lenta en fibras no mielinizadas. Por otra parte, la
latencia registrada en el NSQ debido a la estimulacion de PVTa (10.8 £ 0.38 ms) fue
significativamente mayor que la encontrada durante la estimulacion del RHT. La
latencia por la estimulacion en el NSQ al PVTa, es de 12.6 + 0.29 ms (Zhang et al.,
20006), no es muy diferente la latencia registrada en el PVTa por la estimulacién del
NSQ (12.6 + 0.29 ms; Zhang et al., 2006) a la latencia reportada en el presente trabajo

(registrada en el NSQ durante la estimulacion del PVTa).

Varios trabajos dan informacion acerca del ritmo circadiano en la frecuencia de
disparo de las neuronas del NSQ (Gross y Hendriks, 1982; Green y Gillete, 1982,
Theshima et al., 2003). Como se ha mencionado anteriormente, la frecuencia de disparo
de las NSQ se ha relacionado con los mecanismos de salida del reloj (Meredith et al.,
20006). Por otra parte, existe evidencia de que modificando la excitabilidad membranal
se puede afectar lo que se cree es el mecanismo propio del reloj circadiano (los genes
reloj) (Nahm et al., 2005). Nuestra hipotesis es que al modificar la frecuencia de disparo
de las neuronas del NSQ por la estimulacion sus aferentes es probable que se
modifiquen los genes que se consideran los mecanismos del reloj. Por esta razon, en el
presente trabajo nos enfocamos en estudiar el efecto de la estimulacion de dos de las
principales aferentes al NSQ y su efecto sobre dos aspectos de excitabilidad membranal:

la probabilidad de disparo y la tasa de potenciales de accion.

El incremento en la probabilidad de disparo por la estimulacion simultdnea es
dependiente del potencial de membrana de la neurona; puesto que el mayor incremento
se registrd con un potencial de membrana hiperpolarizado artificialmente (por inyeccion
de una corriente negativa), seguido por las neuronas con muy baja TDE y arritmicas;

mientras que en las neuronas ritmicas fue donde se encontraron los menores efectos. El



analisis del potencial de membrana en estos tres grupos sugiere un efecto inversamente
proporcional entre el potencial de membrana y la probabilidad de disparo ejercida por la
estimulacion individual o simultanea de PVTa y RHT (mientras mas negativo es el
potencial de membrana mayor es el efecto de la estimulacion sobre la probabilidad de
disparo). Nuestros resultados estan en linea con los encontrados por Tremeret et al.,
(2008) quienes proponen que mientras mas negativo es el pulso de corriente inyectado a
la membrana de las neuronas del NSQ, mayor es la probabilidad de disparo ejercida por
el rebote. Nosotros creemos que la misma neurona del NSQ puede pasar por diversos
estados a lo largo del ciclo circadiano y mostrar diferentes patrones de disparo. Existen
diversos reportes que apoyan esta hipotesis, Kim y Dudek (1993) mostraron que al
hiperpolarizar una neurona con un patrén de disparo ritmico esta puede mostrar un
patrén arritmico y que por el contrario, al despolarizar el potencial de membrana
espontaneo de una neurona con patron de disparo arritmico esta se convierte en ritmica.
Mas alin, en nuestro grupo de trabajo encontramos evidencia que al manipular el calcio
intracelular a través de los canales sensibles a rianodina (RyR) se puede modificar la
frecuencia de disparo de estas célula, pasando de una baja a una alta frecuencia de
disparo y viceversa (Aguilar-Roblero et al., 2007). La mayor influencia que ejercen las
aferentes sobre las neuronas del NSQ es cuando estas se encuentran con un potencial de
membrana hiperpolarizado y con una baja frecuencia de disparo, que segtin los registros
a lo largo del ciclo circadiano ocurre durante el periodo de oscuridad (Gross y Hendriks,

1982; Green y Gillete, 1982, Theshima et al., 2003).

Las diferencias en el potencial de membrana pueden explicar el mayor efecto
que tiene la estimulacion de las aferentes sobre el potencial de membrana mas negativo,
ya que los PPS son mayores en amplitud en un potencial de membrana hiperpolarizado

en comparacion con uno despolarizado como lo demostrdé Kim y Dudek (1991) y la



integracion espacial y temporal es mayor en el caso hiperpolarizado. Como ya hemos
mencionado Tremere et al., (2008) mostraron una relacion directa entre la negatividad
del potencial de membrana y la probabilidad de disparo; una hipétesis de ese trabajo es
que la negatividad del potencial de membrana juega un papel celular importante. De
acuerdo con esto, en este trabajo demostramos como el potencial de membrana
hiperpolarizado ofrece una ventaja para la excitabilidad neuronal en la comunicacion

sinaptica de las neuronas del NSQ.

Los resultados anteriores indican que las aferencias provenientes del nicleo
PVTa liberan simultdneamente GABA y glutamato en el NSQ. Ademas, que esta
aferencia converge en un alto porcentaje en neuronas que reciben aferencias
provenientes del RHT; y que las aferencias proveniente del PVTa ejercen un papel
activo en la regulacion de la excitabilidad en las neuronas del NSQ, especialmente en
aquellas con una baja excitabilidad espontanea. El presente trabajo es la primera

evidencia que caracteriza la via descrita entre el PVTa y las neuronas del NSQ.
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Glutamate and GABA Neurotransmission
from the Paraventricular Thalamus
to the Suprachiasmatic Nuclei in the Rat

Javier Alamilla and Ratl Aguilar-Roblero!
Division de Neurociencias, Instituto de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Autonoma de México, México

Abstract  The anterior paraventricular thalamus (aPVT) projects to the SCN,
and a lesion of the aPVT leads to phase delays of circadian rhythms, instead of
advances, produced by light pulses at CT23. As a first step to understanding
the underlying mechanism, the authors characterized the monosynaptic
responses of SCN neurons to aPVT in whole-cell recordings from brain slices in
rats. Stimulation of aPVT evoked excitatory and inhibitory postsynaptic poten-
tials in SCN neurons. Pharmacological isolation of such components indicated
that the excitatory postsynaptic potential (EPSP) involves AMPA and NMDA
glutamate receptors while the inhibitory postsynaptic potential (IPSP) involves
GABA  receptors. Since the SCN comprises mostly GABA neurons, the persis-
tence of IPSP after the blockade of glutamate receptors ruled out the possibility
that GABA was released from SCN interneurons responsive to glutamate
released from the paraventricular thalamus. Altogether, the present evidence
demonstrates that glutamate and GABA are released in synapses between
aPVT and the SCN.

Key words  circadian rhythms, fast neurotransmitters corelease, postsynaptic potentials,
glutamate, GABA

The paraventricular thalamus (PVT) is one of the
midline and intralaminar nuclei that plays a role in
maintenance of wakefulness (Bentivoglio et al.,
1991; Novak et al., 2000), viscero-limbic integration
(Groenewegen and Berendse, 1994; Otake et al., 1995),
and modulation of circadian rhythms (Bhatnagar and
Dallman, 1999; Moga and Moore, 2000; Salazar-Juarez
et al., 2002).

The SCN form the main circadian pacemaker in
mammals. SCN neurons are characterized by circa-
dian rhythms in spontaneous firing frequency, glu-
cose metabolism, neuropeptide synthesis, and
secretion, all of which are driven by a molecular

clock involving translation-transcription loops in
specific clock genes (Reppert and Weaver, 2002). The
SCN neurons are entrained by light through the reti-
nohypothalamic tract (RHT), which involves gluta-
mate and PACAP as neurotransmitters (Hannibal,
2002). SCN neurons respond differentially to the
same brief light pulses applied at different times of
the day in a similar way to the behavioral phase
response curve (Gillette and Mitchell, 2002; Dann
and Pittendrigh, 1976).

The PVT and the SCN are reciprocally connected.
SCN projects into the posterior division of the PVT
(pPVT; Watts et al.,, 1987), while the anterior PVT

1. To whom all correspondence should be addressed: Rail Aguilar-Roblero, Neurociencias, [FC/UNAM, Apdo. Postal
70-253, México D.F. 04510, México; e-mail: raguilar@ifc.unam.mx.

JOURNAL OF BIOLOGICAL RHYTHMS, Vol. 25 No. 1, February 2010 28-36

DOI: 101177 /0748730409357771
@© 2010 SAGE Publications

28



Alamilla, Aguilar-Roblero / PVT RELEASES GABA AND GLUTAMATE INTO THE SCN 29

(aPVT) projects into the SCN (Moga et al., 1995).
Electrophysiological studies indicate glutamatergic
and GABAergic release from SCN terminals in the
pPVT (Zhang et al., 2006). On the other hand, aPVT
projections to the SCN seem to be glutamatergic
(Moga and Moore, 1996).

The role of PVT on the regulation of circadian
rhythms has been studied by ablation of different
parts of this nucleus. Lesion of the pPVT lengthens
the endogenous period of locomotion activity
rhythm (Moga and Moore, 2000) and increases food
intake during the day (Bhatmagar and Dallman,
1999). In rats recorded in constant dim red light, the
lesion of aPVT leads to phase delays, instead of the
expected advances of circadian rhythmicity induced
by light pulses at CT23, but it has no effect on the
phase delays induced by light pulses at CTI2.
Furthermore, electrical or glutamate stimulation of
aPVT neurons induces a light-type phase response
curve on the drinking circadian rhythm (Salazar-
Judrez et al., 2002).

As a first step to understanding the mechanisms
involved in PVT modulation of circadian rhythmic-
ity, we characterize the synapse from the aPVT to the
SCN in rats: we found simultaneous monosynaptic
excitatory postsynaptic potential (EPSP) and inhibi-
tory postsynaptic potential (IPSP). Pharmacological
isolation of such components indicated that the EPSP
involves AMPA and NMDA glutamate receptors,
while the IPSP involves GABA , receptors. Persistence
of the IPSP after blockade of glutamate receptors sug-
gests that GABA is released from aPVT terminals and
is not due to activation of the SCN’s GABA interneu-
rons in response to PVT stimulation.

MATERIALS AND METHODS

Animals and General Conditions

Male Wistar rats weighing between 100 and 120 g
were housed under 12:12-h LD cycle (lights on at
0600 h, 400 lux) in a sound-attenuated room with
regulated temperature (22 + 1 °C) for at least a week
before starting the experiment. For electrophysiologi-
cal recordings during the night, the animals were
maintained in a reversed 12:12-h LD cycle (lights on
at 2200 h, 400 lux) for at least 3 weeks before the
experiments. Animals had continuous access to food
and water. All the procedures were conducted accord-
ing to the guidelines for use of experimental animals
from the Universidad Nacional Auténoma de México

in accordance to national laws on the matter (NOM-
062-200-1999),

Slice Preparation

Rats were deeply anaesthetized 3 h after lights on
(ZT3), and the brains were quickly removed and
placed in ice-cold low-calcium artificial cerebrospi-
nal fluid (aCSF) containing (in mM) 126 NaCl, 2.5
KCl, 1.2 NaH,PO,, 4 MgCl,, 0.5 CaCl,, 26 NaCO,, and
10 glucose, pH 7.38, 330 mOsm/L, oxygenated with
a gas mixture of 95% 0,/5% CO,. To avoid phase
shifts induced by light, the brain slices used during
the night period were prepared 1 h before lights off
(ZT11). Sagittal sections of 250 to 300 pm were
obtained using a vibratome (Vibratome, St. Louis, MO,
USA), and those slices containing both the SCN and
the aPVT were transferred to fresh low-calcium aCSF
at room temperature under continuous oxygenation
and kept in this condition until use. One slice was
then placed in the recording chamber and continu-
ously perfused (2.5-5 mL-min) with oxygenated
aCSF at room temperature. The recording chamber
solution was identical to the extraction solution
except that CaCl, was increased to 2.4 mM, MgCl,
was reduced to 1.3 mM, and the pH was adjusted to
7.38 at room temperature. For experiments with high
extracellular calcium, the osmolarity was adjusted by
decreasing the NaCl, and the NaCO, was replaced
with HEPES buffer at the same concentration. For the
experiment, we first placed the tip of the stimulation
electrode by infrared microscopy at 100 in the aPVT
at approximate stereotaxic coordinates (L: 0.2, V: -6.0,
AP: -14) from the bregma (Paxinos and Watson,
1986). Then, SCN neurons located in the same slice
were viewed, and the recording electrodes were posi-
tioned by infrared Nomarski microscopy at 600+. We
used a Nikon Eclipse 600 (Nikon, Melville, NY, USA)
with a Dage MTI video camera and monitor.

Patch-Clamp Recordings and Stimulation

Recordings were made at room temperature
(20-25 °C) using whole-cell configuration at different
moments of the circadian cycle, either between 5 and
10 h after lights on (ZT5-10, midday) or between 5 and
10 h after lights off (ZT17-22, midnight). The record-
ing electrodes were filled with a solution containing
(in mM) 72 KH,PO,, 36 KCl, 2 MgCl,, 10 HEPES,
1.1 EGTA, 0.2 Na,ATP, and 0.2 Na,GTF, pH 7.2,
275 mOsmol/L, as previously reported (Tecuapetla
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et al., 2007). Pipettes had resistances between 4 and
7 MQ. Once a good seal was obtained (above 2 GQ)
between the recording electrode and the neuron,
the membrane was disrupted by a gentle suction.
Recordings were made in the current clamp mode
with an Axopatch 200B amplifier (Axon Instruments,
Foster City, CA, USA). Online data were collected
with a digital acquisition board (DAQ, National
Instruments, Austin, TX, USA) using a custom-made
program in the LabView environment. Stimulation
was delivered on aPVT with a concentric electrode
(inner diameter 12.5 um; FHC, Bowdoinham, ME,
USA), and the bipolar electrode was connected to a
constant current stimulus isolation unit (Grass PSIUS,
West Warwick, RI, USA) driven by a stimulator
(Grass model 2000) synchronized to the computer.
The electrical pulses were applied with a frequency
of 0.5 Hz; each pulse had duration of 0.5 msec, and
the intensity was adjusted to produce responses in

70% to 80% of the pulses applied.

Postsynaptic Potentials

To dissect the different components of the synaptic
responses, QX314 (5 mM) was added into the record-
ing pipette to block the sodium currents and there-
fore abolish the generation of action potentials. Other
drugs added to the recording chamber solution were
bicuculline methiodide (10 pM) to block GABA,
receptors, DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid
(APV, 50 uM) to block NMDA glutamate receptors,
6,7-dinitroquioxaline-2,3(1H 4H)-dione (DNQX, 10 iM)
to block AMPA-kainate glutamate receptors, and
strychnine (10 uM) to block glycine receptors. All
the drugs were purchased from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA).

Electrophysiological Data Analysis

Analysis of the synaptic potentials was done by
the Mini Analysis 6.0.3 (Synaptosoft, Decatur, GA,
USA). The parameters studied were the amplitude at
the peak value of the synaptic potential and the
latency from the stimulus artifact to the onset of the
response. Statistical analysis of these parameters was
done in GraphPad Prisma 4.0 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). The statistical tests were the
nonparametric Wilcoxon test for matched pairs. The
o level was set at 0.05. Data are presented as mean
and standard error of the mean (SEM).

RESULTS

Monosynaptic Connections
between aPVT and SCN Neurons

From a total of 196 neurons from the SCN that
responded to aPVT stimulation, we found 102 (52%)
that were able to follow 20 Hz with a latency of 9.5 =
2.1 msec (Fig. 1A). The ability to follow high-
frequency stimulation with a steady synaptic delay
has been used to verify monosynaptic connectivity
(Zhang et al., 2006). In 20 neurons tested, the laten-
cies to low-frequency (5 Hz) and high-frequency (20
Hz) stimulation were similar (9.84 + 3.19 msec and
9.99 £ 3.3 msec, respectively; Fig. 1A). The remaining
94 neurons (48%) were not able to follow 20-Hz
stimulation, and the latency values were much larger
(244 £ 47 msec). To confirm the monosynaptic
nature of afferent from the aPVT to the SCN, we
recorded an additional 52 neurons under high extra-
cellular calcium concentrations and established their
ability to show 100% responses to 2-Hz stimulation.
Twenty-five of 52 neurons (48%) were able to follow
20 Hz in control conditions and show 100% of
responses to a 2-Hz stimulus at different high cal-
cium concentrations as follows: 7 cells were tested in
10 mM, 6 in 20 mM, 6 in 30 mM, and 6 in 40 mM
calcium. No significant differences were found on the
latencies before and after the high calcium adminis-
tration (Fig. 1B, Table 1). Remarkably, the ability of
the postsynaptic neuron to follow different stimula-
tion frequencies was inversely related to the extracel-
lular high calcium concentration; in 10 mM, the
neurons could follow up to 10 Hz, in 20 mM up to 5
Hz, and in 30 and 40 mM up to 2 Hz. We attributed
this phenomenon to synaptic vesicular depletion
induced by high calcium. To verify this latter hypoth-
esis, we analyzed the frequency of spontaneous post-
synaptic potentials (SPSPs) before and after high
calcium. The extracellular high calcium administra-
tion increased the SPSP frequency (control, 4.18 =+
0.66 Hz; high calcium, 6.32 + 0.93 Hz, W =166, p =
0.009, Wilcoxon test). There were no differences in the
frequency of SPSP between the different groups of
extracellular high calcium. The SPSP amplitude was
not affected by the high calcium administration (5.47
+1.2; 547 + 1.03 mV, ns, Wilcoxon test). These facts
confirm the monosynaptic connectivity between the
aPVT to the SCN according to extracellular high cal-
cium criteria (Berry and Cottrell, 1975; Berry and
Pentreath, 1976).
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40 mM calcium

N

Figure1. Monosynaptic potentials from SCN neurons in response to anterior paraven-
tricular thalamus (aPVT) stimulation involve glutamate and GABA receptors but not
glycinergic receptors. (A) Responses to 5- and 20-Hz aPVT stimulation at =70 mV. No
significant differences were found in the latencies from 20 SCN neurons stimulated at
5 Hz (9.54 £ 3.18 msec) and 20 Hz (9.99 + 3.3 msec). (B) The postsynaptic responses were
maintained in a normal and high extracellular calcium presence. No significant differ-
ences were found in the latencies in 2.4-mM (9.6 £ 0.3 msec) and 40-mM extracellular
calcium (10.08 + 0.2 msec) administration. (C) Bicuculline administration isolated a
glutamatergic excitatory postsynaptic potential (EPSP) and decreased its amplitude
when recorded at <70 mV, which indicates GABA-mediated input into this neuron. The
remaining EPSP was decreased by blockade of NMDA receptors with APV and was
completely abolished after blockade of AMPA/kainate with 6,7-dinitroquioxaline-
2,3(1H 4H)-dione (DNQX). (D) Blockade of NMDA and AMPA/kainate glutamate recep-
tors by administration of DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (APV) and DNQX
isolated a GABAergic posynaptic potential which decreased its amplitude when
recorded at —-60 mV. (E) Administration of strychnine had no effect on the EPSPs, which
indicates that glycine is not a neurotransmitter in this synapse. Further administration
of bicuculline and DNQX/APV subsequently decreased the amplitude of the ESPSs
recorded at -75 mV.

Strich+Bic+APV+DNQX

APV+DNQX+Bic

Table 1. Synaptic Delay in SCN Neurons to Anterior Paraventricular Thalamus
Stimulation Remains Constant at Different Ca** Concentrations in the Bathing Medium,
Indicating a Monosynaptic Connection

Symaptic Delay, msec

Extracellular

(Ca**), mM Control Experimental
2.4 98132 10.0+33
10 B8X15 88+12
20 131+18 134+15
30 120+15 122+13
40 90+20 91+19

Glutamatergic SCN Postsynaptic
Potentials to aPVT Stimulation

The next results refer only to those neurons with
monosynaptic responses to aPVT (those that followed

20-Hz stimulation in physiological
aCSF). The action potentials were
blocked by adding QX314 to the inter-
nal solution of the recording micropi-
pette and proceeding to isolate the
glutamatergic EPSPs in 40 SCN neu-
rons (34 at midday and 6 at midnight).
After basal recordings at different
membrane holding potentials (from
—70 to 10 mV), bicuculline was added
to the extracellular solution to block
the GABA,, receptors and prevent the
GABAergic inputs into the neuron
under study: Since no difference in any
of the studied parameters was found
between midday or midnight record-
ings, all neurons were pooled for anal-
ysis. The administration of bicuculline
changed the EPSPs’ amplitude accord-
ing to the holding potental of the
recorded neureon (Figs. 1C, 2A) in all
neurons except one, which we infer
had no GABAergic synaptic input. No
changes before or after bicuculline
were found in the EPSPs’ latency (7.9 <
0.58 msec before, 7.9 + 0.52 msec after,
ns, Wilcoxon test). In all neurons,
EPSPs decreased after administration
of NMDA receptor antagonist APV
and were completely abolished after
administration of AMPA receptor
antagonist DNQX (Fig. 1C). The rever-
sal potential of the isolated glutamate
EPSPs was close to 0 mV (Fig. 2C),
which is in accordance with the value
reported. for these receplor channels
(Hille, 2001). The relative contribution
to the EPSPs from AMPA and the com-
ponent sensitive to APV (attributable
to NMDA receptors) at different hold-
ing potentials is shown in Figure 2E;
the component sensitive to APV was
estimated by subtracting the value of
the PSPs recorded in the presence of
bicuculline and APV from the value
recorded in the presence of bicuculline
alone (Flores-Barrera et al., 2009).

GABAergic SCN Postsynaptic
Potentials to aPVT Stimulation

The change in EPSPs amplitude after isolation of the
glutamate component indicates inhibitory influences
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Figure 2. Characterization of the glutamatergic and GABAergic components from the
SCN monesynaptic response to anterior paraventricular thalamus (aPVT) stimulation.
(A) Postsynaptic potentials’ (PSPs’) amplitude (area under the curve) before and after
bicuculline application. Bicuculline application increased the excitatory postsynaptic
potential (EPSP) and abolished inhibitory postsynaptic potential (IPSP) at the different
holding potentials. (B) Relative contribution of the GABAergic component to the
power of the PSPs (measured by the area under the curve) at different holding poten-
tials. Equilibrium potential to the glutamatergic isolated component (C), which was
close to 0 mV, and the GABAergic isolated component (D), which was close to 45 mV.
(E) Relative contribution of AMPA/kainate and NMDA components at several holding
potentials; the values were estimated from the PSPs’ area under the curve. (F) The iso-
lated glutamatergic and GABAergic components showed the ability to follow high
aPVT frequency stimulation, which implicates the monosynaptic afferent.

involving GABA | receptors, which may be induced
by the release of GABA from SCN interneurons acti-
vated by glutamate released from aPVT terminals or
from GABA released directly from aPVT terminals in
the SCN. In the first case, the blockade of glutamate

would prevent both EPSPs and
IPSPs. To isolate the GABAergic
PSPs, 21 SCN neurons (13 at midday
and 8 at midnight) were recorded in
the presence of QX314; after basal
recordings, APV and DNQX were
added to the extracellular solution
(Fig. 1D). Again neurons recorded
during day or night behaved simi-
larly, and thus the data were pooled.
Blockade of glutamate transmission
by APV and DNQX isolated a clear
GABAergic component that was
completely abolished by the applica-
tion of bicuculline (Fig. 1D). These
isolated PSPs showed the
latency as before administration of
the glutamate antagonists (9.08 £ 1.2
msec before, 9.16 £ 1.05 msec after,
ns, Wilcoxon test). The isolated
GABA PSPs (Fig. 2B) at different
holding potentials changed with
respect to those recorded in basal
conditions as a consequence of its
reversal potential (-46.6 £ 54 mV),
which determines the direction and
magnitude of the current across the
GABA, receptor channel (Fig. 2D).
The monosynaptic nature (Fig. 2F)
and persistence of the IPSPs after
blockade of glutamate receptors indi-
cate that GABA is released from aPVT
terminals in the SCN and did not
result from activation of GABAergic
SCN interneurons.

same

The Glycine Neurotransmitter
Was Not Involved between
aPVT and the SCN Pathway

To test whether glycine may be
released from aPVT terminals to
SCN neurons, we compared PSPs
before and after strychnine adminis-
tration in 11 SCN neurons held at a
membrane potential of =75 mV. No
differences were found in any of the

analyzed parameters (Fig. 1E) as follows (control,
strychnine): amplitude (20.23 +2.95, 20.88 + 3.68 mV,
Wilcoxon test, ns), synaptic latency (10.82 + 1.01,
10.82 £ 0.94 msec, Wilcoxon test, #s), and area under
the curve (2.2 +0.06, 2.5 + 0.09 V2, Wilcoxon test, ns).
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Figure 3. (A) Biphasic responses in the SCN neuron induced by
minimal stimulation were observed at a holding potential of -30
mV, and administration of glutamatergic antagonists and strych-
nine abolished the excitatory postsynaptic potential (EPSP),
revealing that both the EPSP and the inhibitory postsynaptic
potential (IPSP) had a similar synaptic delay and increased the
amplitude of the IPSP. The latency of the postsynaptic potentials
remained the same at different stimulation intensities (from
minimal to maximal) of the anterior paraventricular thalamus
(aPVT) in (B) control recordings or (C) after APV/DNQX applica-
tion. These results suggest simultaneous GABA and glutamate
release from aPVT synaptic terminals in the SCN.

In these neurons, further bicuculline administration
decreased the PSP in 8 neurons (73%) and increased
the response in the 3 remaining neurons (27%). The
residual component was completely abolished by
DNQX and APV administration. These results pro-
vided evidence that glycine does not contribute to
SCN synaptic responses to aFVT.

Is It Possible That a Terminal Could
Release 2 Fast Amino Acid Transmitters?

Eight neurons treated with strychnine were also
studied at =30 mV above the reversal potential of

GABA. In these neurons, aPVT stimulation pro-
duced an EPSP immediately followed by an IPSP;
blockade of glutamate receptors by APV and DNQX
dissected the IPSP sensitive to bicuculline. In this
condition, we could appreciate that both EPSPs and
IPSPs  started simultaneously (Fig. 3A)—
that is, they had the same synaptic delay, which is
highly suggestive of release of both fast transmitters
from the same terminal.

Previous data indicate that the stimulation proto-
col may activate presynaptic terminals from the
aPVT containing both glutamate and GABA. To
determine whether different stimulabion intensities,
from minimal to maximal values, may activate dif-
ferent fiber populations, we analyzed in 5 neurons
the latencies of monosynaptic responses to 5 dif-
ferent stimulation intensities according to
Uchigashima et al. (2007). No differences in the
latency of PSPs were observed at any of the inten-
sities used (Fig. 3B), as revealed by statistical com-
parison between minimal and maximal intensities
(12.83 + 0.44 msec and 12.33 + 0.16 msec, respec-
tively; Wilcoxon test, p = 0.5). Likewise, isolation of
the GABAergic receptors by administration of APV
and DNQX did not alter the latency to minimal or
maximal stimulation intensities (125 + 1.0 and
12.75 £ 0.75, respectively; Wilcoxon test, ns; Fig. 3C).

DISCUSSION

We used 2 complementary criteria that have
been shown to reliably characterize monosynaptic
responses to study the connections between aPVT
and SCN: (1) the ability of postsynaptic responses to
follow high-frequency (20-Hz) stimulation, as well as
the constancy of synaptic latencies to a low (5 Hz) and
high (20 Hz) frequency of stimulation, and (2) 100%
of responses with a constant synaptic delay in extra-
cellular high calcium conditions (Berry and Cottrell,
1975; Berry and Pentreath, 1976; Zhang et al., 2006).
Since the 2 criteria provide consistent results, we con-
clude that we recorded monosynaptic responses
from SCN neurons.

When the action potentials from SCN neurons
were blocked, the monosynaptic responses were
either excitatory or inhibitory postsynaptic poten-
tials. Pharmacological isolation of such compo-
nents indicated that EPSPs involve AMPA and
NMDA glutamate receptors. That glutamate could
be a neurotransmitter in the synapses between
aPVT and SCN neurons was previously suggested
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by the uptake of radioactive glutamate injected in
the SCN by aPVT terminals (Moga and Moore,
1996), as well as the report that electrical or chemi-
cal aPVT stimulation mimics the effects of photic
retinal stimulation, which is mediated by gluta-
mate, on the phase response curve of behavioral
rhythmicity (Salazar-Judrez et al., 2002).

Since we were not aware of any previous indica-
tion of inhibitory neurotransmitters released from the
paraventricular thalamus into the SCN, and GABA is
the most abundant neurotransmitter in the SCN
(Aguilar-Roblero et al.,, 1993; Moore and Speh, 1993;
Itri et al., 2004), it is possible that GABA release may
have originated from SCN interneurons activated by
glutamatereleased from aPVT terminals. Nevertheless,
the persistence of the PSPs after blockade of gluta-
mate receptors and the fact that this response fol-
lowed high frequencies of stimulation in the aPVT
(Fig. 2F) indicate that GABA is released from aPVT
terminals. Glutamatergic receptor antagonists iso-
lated a clear IPSP when tested above —40 mV, but
below -50 mV, they isolated an EPSP that had an
amplitude that decreased with respect to the control;
in either case, the remaining PSPs were completely
abolished by the subsequent addition of bicuculline.
The differences in the direction of the PSPs are a con-
sequence of the chloride equilibrium potential because
the reversion potential of the GABAergic component
was —46.6 = 5.4 mV. Finally, the lack of effect of strych-
nine on the PSPs clearly indicates that glycine is not a
neurotransmitter between aPVT and SCN neurons.

For the past 2 decades, evidence has accumulated
about the corelease of 2 fast neurotransmitters from
the same neuron in the nervous system of vertebrates.
Electrophysiological evidence of the corelease of
2 inhibitory neurotransmitters, GABA and glycine, was
first obtained in interneurons from the spinal cord
(Jonas et al., 1998). GABA and glutamate, the main
inhibitory and excitatory fast neurotransmitters in the
central nervous system, also are coreleased from
mossy fibers in the hippocampus from kindled epilep-
tic rats and hippocampal slices (Gutierrez, 2000) and
in the developing auditory system in rats (Gillespie
et al., 2005). The fixed PSPs’ latency before and after
administration of antagonist for GABA,,, glycine, or
AMPA- and NMDA-glutamatergic receptors suggests
that GABA may be simultaneously released with glu-
tamate from aPVT terminals in the SCN (Gutierrez,
2000) and does not result from excitation of a
GABAergic interneuron from the SCN or other of its
afferents. In addition, monosynaptic responses from
minimal to maximal stimulation have shown the same

latency as those evoked by maximal stimulation, and
pharmacological dissection of glutamatergic and
CGABAergic components has shown the same latency
for all components in response to minimal aPVT
stimulation, which is consistent with the hypothesis of
the corelease of GABA and glutamate from the same
aPVT terminal in the SCN (Jonas et al., 1998; Gillespie
et al, 2005). Further morphological studies demon-
strating colocalization of GABA and glutamate in the
same neuron, as well as simultaneous recording from
2 connected neurons in the aPVT and the SCN, are
needed to demonstrate that corelease of 2 fast neu-
rotransmitters occurs at this synapse.

We did not find day-night differences in SCN post-
synaptic responses to aPVT. This result is not conclu-
sive, and further studies are needed since it could be
attributed to the small sample used during the night
or to the use of whole-cell recordings together with
the long time of the experiments. A previous work
indicates the possibility of a washout of the intracel-
lular second messenger in the SCN neurons after
only 5-min recordings in whole-cell configuration
(Schaap et al., 1999).

The SCN presents different functional states that
fulfill its role as a circadian clock. Such functional
states underlie the fact that the same light pulse can
either delay or advance the circadian clock, or even
have no effect, known as the phase response curve to
light. This phenomenon is related to the activation of
independent signaling pathways during early or late
night (Gillette and Mitchell, 2002). Another example
of different functional states is the switch of GABA
effects from depolarization to hyperpolarization of
SCN neurons throughout the circadian cycle (Wagner
etal., 1997, 2001; Albus et al., 2005; Choi et al., 2008).
The switch of functional states during development
often involves a switch of GABA from a depolarizing
to a hyperpolarizing neurotransmitter (Leinekugel
et al,, 1997; Gao et al.,, 1998). GABA release has been
proposed as a synergic mechanism to glutamate
transmission to ensure NMDA activation as part of
the mechanism of synaptic consolidation during
early development (Gillespie et al., 2005). It is thus
possible that simultaneous release of GABA and glu-
tamate from aPVT terminals may enhance or antago-
nize the effect of light pulses mediated by glutamate
released from the retinohypothalamic tract onto
SCN clock neurons (Hannibal, 2002), depending on
whether GABA acts as an inhibitory or excitatory
neurotransmitter. In the latter case, it may increase
calcium influx into the neuron as previously
described (Nabekura et al., 2004; Choi et al., 2008)
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and thus enable a switch in the intracellular signal-
ing pathway of SCN neurons from delays to advances
at the appropriate phase of the circadian cycle.
Further studies are necessary to test this hypothesis.

In conclusion, this is the first electrophysiological
characterization of the synapse between aPVT and
SCN neurons in the rat. The results demonstrate
glutamate and GABA as the 2 fast neurotransmitters
released by these terminals. Glutamate induces EPSPs
by both AMPA /kainate and NMDA receptors with
an inversion potential near 0 mV, while GABA
induces PSPs involving GABA, receptors with an
inversion potential close to —45 mV. Further studies
are still needed to understand the role of this SCN
input in the regulation of the circadian clock.
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1. Abstract

Humans and other organisms exhibit daily rhythms
in their behavior and physiology. In mammals, the
part of the nervous system responsible for most
circadian behavior can be localized to a bilaterally
paired structure in the hypothalamus known as the
suprachiasmatic nucleus (SCN). Many neurons in the
SCN are intrinsic oscillators that continue to generate
near 24-hour rhythms in electrical activity, secretion,
and gene expression when isolated from the rest of the
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