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Resumen

Las secuencias de movimientos son esenciales para la vida de los animales, esto
hace necesario conocer la actividad neuronal responsable de la generacion de estas. La
actividad neuronal del estriado (principal entrada de los ganglios basales) es necesaria para
el inicio y realizacion de secuencias de acciones. El estriado tiene dos principales aferencias
excitatorias: la corteza cerebral y el tAlamo. La corteza motora parece no participar en la
ejecucién de secuencias de acciones mientras que se sabe que el talamo procesa
informacién sensorial, que podria contribuir a la eleccién de acciones, pero no sabemos si
esta actividad contribuye al inicio/ejecucion de secuencias. El presente trabajo investigo la

contribucién talamo-estriatal durante el inicio y realizacion de secuencias de acciones.

Primero identificamos las proyecciones talamo-estriatales hacia los compartimentos
del estriado dorsal. La region tdlamica del ndcleo parafascicular (PF) presentd proyecciones
preferentes al estriado dorso-medial (DMS), y la regién ventral posterior (VPs) hacia el
estriado dorsolateral (DLS). Una vez que identificamos estas dos proyecciones preferentes
(PF—-DMS y VPs—DLYS), registramos la actividad de neuronas en el PF y los VPs e
identificamos que la actividad neuronal de esta estructura correlaciona con el inicio y
realizacion de secuencias de acciones. Posteriormente en un experimento de inhibicion
optogenética de las terminales talamo-estriatales mostramos que su inhibicion al estriado,
retrasan el inicio de la secuencia de acciones, y solo la inhibicién de los VPs— DLS alter6
el patron de la realizacion de la secuencia. Por ultimo, en experimentos ex vivo mostramos
que la conectividad funcional de las sinapsis PF—=DMS se encuentra disminuida en un

modelo genético de compulsiones.

Como conclusibn de nuestros experimentos identificamos que las sinapsis
talamo—-estriatales contribuyen al inicio y ejecucién de secuencias de acciones y sugerimos
gue la desregulacion de estas sinapsis podria estar implicada en la generacién de

conductas compulsivas.
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Abstract

The generation of sequences of movements is essential for the life of animals, this
makes it necessary to understand the neuronal activity responsible for their generation. The
neuronal activity of the striatum (the main entrance of the basal ganglia) is necessary for
the initiation and the execution of sequences of actions. The striatum has two mains
excitatory afferences, one from the cerebral cortex and the other from the thalamus.
Recently the cortex has been challenged as the main driver in the initiation and execution
of action. On the other hand, the thalamus is known as a stage to process sensory
information, which can contribute to the choice of actions, but it is not known whether its
activity contributes to the start / execution of sequences. The present work investigated the

thalamus-striatal contribution to the initiation and execution of action sequences.

First, we identified the thalamo-striatal projections innervating the dorsal striatum.
We observed that the parafascicular thalamic region (PF) preferentially innervate the
dorsomedial striatum (DMS), while ventral posterior thalamic region (VPs) preferentially
innervate the dorsolateral striatum (DLS). Once we identified these two preferred projections
to the dorsal striatum (PF—DMS and VPs—DLS). We recorded the neuronal activity of the
thalamo—striatal neurons (in the PF and the VPs) and identified that it correlated with the
initiation and execution of an action sequence. Afterward in an experiment of optogenetic
inhibition of the thalamo-striatal terminals we observed that their inhibition to striatum,
delayed the initiation of action sequences, and only the inhibition of VPs — DLS altered the
execution of the action sequence. Finally, in ex vivo experiments we show that the functional

connectivity of the PF—-DMS synapses is diminished in a genetic model of compulsions.

As conclusion of our experiments, we identify that the thalamo-striatal synapses
contribute to the initiation and execution of sequences of actions and we suggest that the
downregulation of thalamo—striatal synapses could be involved in the generation of

compulsive behaviors.



Introduccion

El cambio y la apropiada seleccion entre acciones son necesarias para tomar
decisiones de manera flexible y eficiente (Gillan et al., 2011). El conocimiento de nucleos
blanco sobre la actividad neuronal que controla la seleccién, inicio y ejecucion de acciones,
nos permitira hacer predicciones acerca de en dénde existen alteraciones, por ejemplo, en
la enfermedad de Parkinson, y/o cuando se presentan sindromes de compulsiones. Los
circuitos responsables de la seleccion de acciones se ubican en conexiones de
retroalimentacién entre la corteza cerebral con los ganglios basales, el tAlamo con la corteza

y el tAlamo con los ganglios basales (Redgrave et al., 2010).

El estriado tiene dos principales entradas excitatorias, la corteza y el talamo.
Estudios recientes sugieren que la corteza podria no participar en la ejecucion de
secuencias aprendidas (Kawai et al., 2015; Kupferschmidt et al., 2017). El tAlamo procesa
informacion sensorial que contribuye a la eleccién de acciones, participando en la demanda
atencional (Bradfield and Balleine, 2017; Minamimoto and Kimura, 2002), y esta
documentado que la inhibicion tdlamo-estriatal revierte los déficits motores provocados por
la ausencia de dopamina (modelo de la enfermedad de Parkinson) (Parker et al., 2016).
Estos antecedentes sugieren gue las sinapsis tadlamo->estriatales son importantes para el
control del movimiento, pero no dejan claro si estas proyecciones participan durante el inicio
ylo ejecucion de secuencias de acciones en condiciones normales. En este estudio
establecemos que las sinapsis tadlamo-estriatales son requeridas para el apropiado inicio y
ejecucién de una secuencia de acciones, teniendo particularidades dependiendo del nicleo
talamico de origen y la region estriatal en donde se conectan. Y ademas sugerimos que la

desregulacion de estas sinapsis podria estar detras de la generacion de compulsiones.
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ANTECEDENTES

Seleccidén de secuencias de acciones

El aprendizaje de secuencias de movimientos es esencial para la vida de los
animales; ej. en nuestra vida cotidiana las realizamos a cada momento: manejar un auto,
una bicicleta, tocar un instrumento o escribir en la computadora. Dichas secuencias las

aprendimos y ahora las realizamos casi de manera automatica.

Una secuencia de acciones puede denominarse como una serie de movimientos
que llevan a una consecuencia (Jin and Costa, 2015). Las secuencias pueden
descomponerse en un inicio (momento en el cual se selecciona la secuencia), realizacion y
fin de la misma (Calabresi and Filippo, 2010). El inicio de una secuencia de acciones puede
emerger como una consecuencia de una sefial interna, o de actividad preparatoria que
sucede antes de realizarla (Schultz and Romo, 1992). Las primeras evidencias
experimentales, mostraron que existe una sefal interna que se genera en el cerebro. Es
decir, en experimentos donde se lesion6 la medula espinal de ratas, los sujetos son capaces
de iniciar secuencias, que sugiere que la sefial desencadenante de una secuencia se
encuentra en el cerebro (Lashley, 1952). Una secuencia de acciones, parte de
comportamientos innatos o a partir de comportamientos aprendidos, por ejemplo aprender
a escribir en un teclado [en este caso primero se aprende la ubicacién de las letras,
posteriormente, los sitios donde se encuentran los conjuntos de letras para conformar
silabas, palabras cortas, etc. (Miller, 1956)]. En el ejemplo anterior, las silabas pueden
llamarse pedazos (chunks), particularmente existe evidencia de registros de actividad
neuronal en el cerebro que apoya la idea de la construccion de chunks (Fujii and Graybiel,
2003; Jin and Costa, 2010). La generacidon de chunks esta basada en la seleccién de
secuencias; actualmente existen dos teorias de como se da esta seleccién, una basada en
la recompensa y otra en el procesamiento del entorno. La primera teoria, basada en la
recompensa, sugiere que la formacion de estos chunks sucede a partir de la exploracion,
en donde la variabilidad sobre la conducta es muy alta. Una conducta se selecciona en
base a su asociacion con un mayor reforzador; las secuencias se van formando de
fragmentos que dan como consecuencia un reforzador o la obtencion de éste en mayor
frecuencia (Dhawale et al., 2017). La segunda teoria se basa en el entorno, en esta, la parte
sensorial juega un papel muy importante; en la primera etapa cada accion tiene una

retroalimentacion importante, posteriormente pasa a una etapa donde la informacion
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espacial se vuelve relevante para que finalmente la respuesta motora sea consolidada para
que se formen estas secuencias. El modelo que explica el ejemplo anterior se llama de

acumulacion de evidencia o informacion (Hikosaka et al., 1999).

Modelos serial o jerarquico para la formacién secuencias de acciones

Existen dos modelos para explicar la ejecucién de secuencias de acciones. El modelo serial
propone que un movimiento lleva a otro dentro de una secuencia. El modelo jerarquico
propone que una secuencia esta formada por modulos, es decir, no se necesita la primera
evidencia sensorial para resolver una parte de la secuencia (Hikosaka et al., 1999; Lashley,
1952; Miller, 1956).

Actividad neuronal dentro del estriado que apoya al modelo serial o al modelo
jerarquico de la generacion de secuencias

El modelo serial, propone que en una secuencia las acciones son realizadas en
cadena y si la serie es interrumpida, no es posible completarla. La evidencia experimental
mostré que la actividad del estriado se genera en serie cuando un animal realiza una
secuencia natural una conducta innata, como el acicalamiento en ratas (Figura 1A-B)
(Aldridge and Berridge, 1998); en la Figura 1C se muestra la actividad del estriado alineada
al inicio de una secuencia de acicalamiento. Se contrast6 que la actividad tiene un orden
especifico ya que se observé durante la secuencia de acicalamiento (Figura 1C) y no asi
en los movimientos que componen la secuencia fuera de manera aislada (Figura 1D) esta
idea sugiere que la actividad del estriado se genera en serie a la ejecucion de secuencias

de movimientos naturales (Aldridge and Berridge, 1998).

El modelo jerarquico, propone que las secuencias van resolviéndose por médulos. Es decir,
la secuencia tiene diferente orden que un chunk y a su vez una accion (FiguralE). La
evidencia experimental que mostr6 que la generacién de secuencias puede ser por
moédulos, se observé por primera vez sobre manipulaciones en el estriado sobre una
secuencia de palanqueos (Tecuapetla et al., 2016). Otra evidencia mas muestra que al
entrenar ratones a presionar dos palancas con un orden especifico. La manipulacion de la
actividad de células especificas del estriado, puede substituir los elementos de la secuencia
sin cambiar el tamafio de esta, y cuando se manipuld6 un mando mayor de la secuencia

jerarquica, por ejemplo antes de iniciar, se modifico toda la secuencia (Geddes et al., 2018;
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Tecuapetla et al., 2016) y cuando se manipul6 un chunk se modifica solo el chunk, y cuando
se manipulé un elemento de la secuencia este no se ve alterado (Geddes et al., 2018)
(Figura 1 E-H). Ambos modelos pueden emerger en el estriado, pero, es importante
resaltar que el modelo jerarquico se mostr6 en una innata mientras que el modelo jerarquico

se report6 en secuencias aprendidas.
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Figura 1. Modelo serial versus modelo jerarquico para explicar la ejecucién de secuencias de acciones.

A) Esquema del modelo serial, modificado de (Jin and Costa, 2015).

B) Esquema de las acciones individuales que componen a una secuencia de acicalamiento.

C y D) Actividad neuronal registrada en el estriado durante la ejecucion de una secuencia de acicalamiento y
durante la ejecucion de los movimientos individuales que componen la secuencia fuera de la secuencia.

E) Esquema del modelo jerarquico, (Jin and Costa, 2015).

F) Esquema de una tarea operante en donde se entrend ratones a presionar 2 palancas en secuencia primero 2
veces izquierda y luego 2 veces derecha (esquema ordenado en forma jerarquica), en la parte inferior se
ilustra a un raton mostrando que antes de presionar la palanca izquierda recibié activacion optogenética de
las neuronas de proyeccion estriado-palidales.

G) Distribuciéon de palanqueos en ensayos sin y con estimulacidn optogenética (barra gris), nétese que la
estimulacion suprimio el primer par de palanqueos, pero no el segundo.

H) En este caso la manipulacién optogenética fue en la segunda presion de primer par de palanqueos, note que
la manipulacién no altero la secuencia.

1) En este caso la manipulacion fue en la primera presién del segundo par de palanqueos, note que en este caso
se suprimio la terminacion de la secuencia.
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Circuito corteza - ganglios basales — talamo - corteza en la generacién de secuencias
de acciones

Los circuitos responsables de la seleccidbn de acciones se ubican dentro de la
interconexion entre la corteza cerebral, los ganglios basales, y el talamo (Redgrave et al.,
2010). El estriado es la entrada principal a los ganglios basales, su funcionamiento es
fundamental para un apropiado aprendizaje, inicio y ejecucion de secuencias de acciones
(Jin and Costa, 2010; Jin et al., 2014; Tecuapetla et al., 2016). La actividad del estriado se
modula de manera especifica durante la ejecucion de secuencias de acciones (palanqueos)
(Figura 2F) (Jin et al.,, 2014). Y aunque se sabe que de las dos principales entradas
excitatorias al estriado, la corteza presenta modulaciones de actividad especificas durante
la generacion de secuencias de acciones (Figura 2B-D) (Vandermaelen & Kitai, 1980) (Fujii
and Graybiel, 2003) (Tanji, 2001), en el caso del talamo no es claro como esta entrada
modula la actividad estriatal durante la ejecucion de estas secuencias de acciones, la
evidencia experimental sugiere que el talamo presenta actividad antes de un movimiento
en tareas estimulo-respuesta (Figura 2H-J) (Z. V. Guo et al., 2017), pero no es claro si solo
es un relevo sensorial hacia la corteza o contiene informacién sobre el inicio y ejecucién de

secuencias de acciones en neuronas talamicas que proyecten al estriado.
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Figura 2. Actividad del circuito Cortico-ganglios basal-talamico durante secuencias motoras.

A) Esquema del loop conectando la corteza ganglios basales y talamo.

B) Esquema de paradigma de secuencias de movimientos sacadicos

C y D) Registros en la corteza prefrontal en una tarea de movimientos sacadicos modificadas con (C) y sin
recompensa (D) (Fujii & Graybiel, 2003).

E) Esquema de un ratén entrenado a presionar una palanca en secuencia.

F y G) Raster-plot e histograma alineado al inicio de la secuencia de presiones de una neurona de inicio e
Histograma de una neurona de ejecucioén (Jin et al., 2014).

H) Esquema del paradigma, un ratén entrenado a responder a un polo dependiendo de la vibrisa estimulada y
en la parte inferior se muestran las etapas de la tarea.

1) Raster-plot de una neurona talamica que incrementa su tasa de disparo cuando se emite la secuencia de
lenglieteos.

J) Similar a I, pero mostrando una neurona talamica que presenta actividad preparatoria a la secuencia de
lenglieteos (Z. V. Guo et al., 2017).
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Los experimentos mostrados en la Figura 2 muestran patrones de la modulacién de
la corteza y el estriado durante la ejecucién de secuencias de acciones, pero no ponen a
prueba si estos circuitos contribuyen a la generacion de secuencias de acciones. En 2016,
Tecuapetla y colaboradores realizando manipulaciones optogenéticas en roedores antes y
durante la ejecucion de secuencias de palanqueo, concluyeron que inhibir o activar la
actividad estriatal hace que los animales tarden mas tiempo en iniciar una secuencia de
acciones, también observaron que la inhibicién del estriado disminuyd el nimero de
acciones dentro de la secuencia, argumentando que el estriado contiene informacion

necesaria para iniciar y ejecutar una secuencia de acciones (Figura 3A-B).
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Figura 3. El estriado es necesario para iniciar y ejecutar una secuencia de acciones.

A) Esquema de inhibicidn optogenética antes de que el ratdn inicie (izquierda), o al ejecutar una secuencia de
acciones (palanqueos) (derecha).

B) Izquierda, cuantificacién del tiempo para iniciar una secuencia durante la inhibicion de las neuronas del
estriado, derecha, nimero de presiones que realiz6 el ratdn durante periodos de inhibicion. Modificada
(Tecuapetla et al., 2016).
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Figura 4. La corteza motora es requerida para el aprendizaje de secuencias motoras.

A) Esquema de para desarrollar secuencias de palanqueo con un intervalo especifico. Modificado de (Kawai et
al., 2015).

B) Izquierda, cuantificacién de los intervalos entre presiones antes de la lesion de la corteza motora. En medio,
ejemplo de la lesién en la corteza. Derecha, Intervalos de presiones después de la lesién.

C) lzquierda, intervalos de ratas lesionadas antes de aprender la tarea. Derecha se muestra la media de los
intervalos entre presiones de animales lesionados (rojo) y de animales intactos (negro) antes de aprender.

Proyeccion talamica hacia el estriado

Actualmente muy pocos estudios han cuestionado la causalidad de la proyeccion

talamo-estriatal sobre la ejecucion de secuencias de acciones.

Dentro del estriado existen dos tipos de poblaciones de neuronas de proyeccion, la
via directa (neuronas estriato-nigrales) y la via indirecta (neuronas estriato-palidales),

ademas de varios tipos de interneuronas (Redgrave et al., 2010; Tepper et al., 2018).

En estudios preguntando la conectividad talamo->estriatal, utilizando trazadores
retrégrados no se encontrd una preferencia de las proyecciones talamicas por uno de los
tipos de neuronas de proyeccién del estriado (Guo et al., 2015; Wall et al., 2013). Aunque
las proyecciones taldmicas si muestran una inervacion preferente sobre algunas
interneuronas (Assous et al., 2017; Choi et al., 2018; Guo et al., 2015). En especifico, por
medio del marcaje retrogrado tipo celular especifico a través de virus de la rabia
modificados, se reporté un mayor nimero de células marcadas retrogradamente en el
ndcleo PF con proyeccion hacia interneuronas positivas a parvalbumina, que neuronas de
proyeccion de la via directa y mayor que interneuronas colinérgicas en el DMS (Choi et al.,
2018; Guo et al., 2015). La proyeccion talamo-estriatal se puede clasificar en dos grandes
grupos de acuerdo a su blanco de proyeccion, 1) la proyeccién preferente al estriado y 2)
la proyeccion de neuronas que dejan colaterales en el estriado pero que preferentemente
inervan a la corteza. Estos dos grupos de proyecciones se originaba en los nucleos
intralaminares y no intralaminares del talamo respectivamente (Smith et al., 2004).
Actualmente existe una amplia discusién sobre si los diferentes nicleos del talamo inervan
regiones especificas del estriado o presentan proyecciones con diferentes propiedades
sinapticas (Alloway et al., 2014; Erro et al., 1999; Guo et al., 2015; Lacey et al., 2007; Pan
et al., 2010; Smith et al., 2012; Wall et al., 2013). En particular, se sugiere que la sinapsis
talamo-estriatal, proveniente del ndcleo central lateral (CL), el cual es mas eficiente en

modular la despolarizacion de las neuronas. Evocando potenciales postsinapticos de gran
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amplitud (mediados preferentemente por receptores AMPA), mientras que las sinapsis
provenientes del PF exhiben potenciales postsinapticos de menor amplitud y depresiéon a
corto plazo, expresando predominantemente receptores de tipo NMDA (Ellender et al.,
2013). Ademas, se sugiere que la proyeccién talamo-estriatal es heterogénea hacia los
compartimentos del estriado, (Figura 5D) (Hunnicutt et al., 2016), que se refleja provocando
diferentes patrones de disparo en las neuronas del estriado (Nanda et al., 2009) (Figura 5
E).
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Figura 5. Proyeccion tAlamo->estriatal.

A) Diagrama representando la proporcion de aferencias al estriado versus la corteza (Smith et al., 2014).

B) Esquema representando las posibilidades de inervacion del PF hacia las neuronas de proyeccion (SPN) o
los diferentes tipos de interneuronas en el estriado (INT) modificada (Assous et al., 2017).

C) Corrientes postsinapticas excitatorias (EPSC) evocadas de fibras provenientes del PF o el CL, mostrando
gue existen diferencias entre las corrientes evocadas dependiendo del niicleo talamico dentro de los nlcleos
intralaminares modificada (Smith et al., 2014).
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D) Izquierda, transfecciones en diferentes sitios del tdlamo (no intralaminares imagen superior, intralaminares
parte inferior). A la derecha, corrientes evocadas en neuronas del estriado.

E) Raster-plot de neuronas registradas en el estriado que incremento (izquierda), decremento (en medio) o

incremento (derecha) su tasa de disparo ante la estimulacién eléctrica en el CM.

Participacion de la proyeccion talamo-estriatal en la generacion de acciones

Existen pocos antecedentes que mencionan la participacién de la proyeccion

talamo-estriatal en la generacion de acciones.

Si nos referimos a la proyeccion de los intralaminares: primero, en estudios de desconexion
(lesionando en un hemisferio el PF y en el hemisferio contrario el DMS), se observo que los
animales no son capaces de diferenciar cuando sucede un cambio de regla en tareas
operantes (Bradfield et al., 2017). Segundo, al registrar la actividad de los nucleos talamicos
como el PF in vivo, se ha observado un incremento en su actividad neuronal justo después
de la presentacion de un estimulo seguido de una recompensa, esta actividad es importante
en la atencion al estimulo (Matsumoto et al., 2001; Minamimoto and Kimura, 2002). Tercero,
cuando se manipula receptores activados por drogas de disefio en neuronas del CL que
proyectan al estriado dorsal, los animales son incapaces de asociar un cambio de regla en
un paradigma operante en la etapa de reaprendizaje de la contingencia de una accion (Kato
et al., 2018). También, recientemente se ha observado que la inhibicién de la via tAlamo-
estriatal por este mismo mecanismo, enlentece resolver el laberinto de Morris, o rotarod
(Melief et al., 2018).

Si nos referimos a las proyecciones no intralaminares existe solo investigacion reciente
emanada de la publicacién de este trabajo de tesis (Diaz-Hernandez et al., 2018) y

recientemente otro estudio (Hidalgo-balbuena et al., 2019) que se incluiran en la discusion.

La proyeccion talamo-estriatal en patologias donde se afectan las secuencias de
movimientos

Existen diversos trastornos y enfermedades donde los circuitos ganglios basales
talamo cortical se encuentra desregulados, tales como en la enfermedad de Parkinson,

Huntington o sindromes de compulsiones o el sindrome de Tourette (Redgrave et al., 2010).
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Una solucion que se ha sugerido a esta desregulacion es la estimulacién cerebral profunda
(DBS), incluso en regiones talamicas de proyeccién al estriado, (Smith et al., 2014), sin
embargo, cuando se aplicé DBS en pacientes con enfermedad de Parkinson en presencia
de Levadopa, se observaron disquinesias (Caparros-Lefebvre et al., 1999) lo que sugirié
que la desregulacion de dopamina afecta otros circuitos, ademas del talamo-estriatal, no
obstante la manipulacién especifica de la sinapsis talamo-estriatales aminoraron los
sintomas de deplecion dopaminérgica (Parker et al., 2016). Las disquinesias pueden ser
debidas a un mal control sobre el inicio la ejecucion de movimientos, sin embargo, cuando
no se puede dejar de repetir una accién se habla de otra patologia como lo es el sindrome
obsesivo compulsivo. Para su estudio se han desarrollado diversos modelos como la
administracién de farmacos o modelos genéticos donde se depletan proteinas de andamiaje
postsinaptico (Pappas et al., 2014). En particular Welch y colaboradores desarrollaron un
raton Knockout para la proteina Sapap 3 cuya funcion es de sostén a los receptores
glutaminérgicos en la post sinapsis. Este roedor presenta conductas repetitivas de
acicalamiento, que al restablecer la proteina SAPAP3 en el estriado disminuyeron. (Welch
et al., 2007).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente sabemos que el estriado contiene actividad relevante para el inicio y
realizacion de secuencias de acciones (Jin et al.,, 2014), esta actividad debe estar
determinada por entradas despolarizantes de la corteza o el tAlamo (Redgrave et al., 2010).
Dado que se sugiere que la corteza motora no participa en la ejecucién de acciones, una
vez que fueron aprendidas (Kawai et al., 2015) y sabemos que el tdlamo procesa
informacion sensorial que contribuye a la eleccién de acciones (Bradfield et al., 2013;
Minamimoto and Kimura, 2002); que el talamo presenta proyecciones especificas al
estriado (Hunnicutt et al., 2016), y que se sabe si las proyecciones talamo-estriatales
contribuyan al inicio / realizacién de secuencias de acciones. En el presente trabajo, nos
propusimos identificar si las proyecciones talamo-estriatales contribuyen al inicio y
realizacién de secuencias de acciones. Esto con la finalidad de generar informacién que
puede ser relevante para el estudio de patologias asociadas al inicio y realizacion de

secuencias de acciones.

19



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢, Cual es la contribucién de los subcircuitos del tdlamo al estriado durante el inicio y

realizacion de una secuencia de acciones?

HIPOTESIS

Dado que se sugiere que la actividad del estriado es necesaria para generar
secuencias de acciones, y la corteza motora no parece contribuir a la generacion de una

secuencia de acciones ya aprendidas, proponemos:

H1: Las proyecciones talamo-estriatales contribuyen a la iniciacién y realizacion de

secuencias de acciones.

H2: Si existen proyecciones particulares del talamo al estriado, a compartimentos
especificos, dichas proyecciones tendran contribuciones especificas sobre la realizacion

de secuencias de acciones.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si las sinapsis talamo-estriatales o grupos de proyecciones talamo->estriatales
las que se originan en los intralaminares y no intralaminares (nucleos ventrales) contribuyen

a la iniciacién y realizacion de una secuencia de acciones.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar los sitios de inervacion en el estriado de las proyecciones tdlamo->estriatales
de nucleos intralaminares versus las de nucleos no intralaminares.

2. Implementar una tarea de comportamiento operante en la que se pueda evaluar la
contribucién de las sinapsis talamo->estriatales al inicio / realizacién de secuencias de
acciones.

3. Registrar la actividad de neuronas del tdlamo (tlamo->estriatales) en animales

mientras inician y realizan una secuencia de acciones.
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4. Inhibir las entradas sinpticas del tAlamo al estriado durante el inicio y realizacion de
secuencias de movimientos.

5. Identificar si las sinapsis talamo->estriatal estan afectadas en el modelo de
compulsiones SAPAP3 (-/-).

METODOS

Animales

Se utilizaron ratones de ambos sexos, de 2-4 meses de edad, de la cepa C57BL/6 y VGlut2
Cre (linea de ratones transgénicos que expresa la Cre recombinasa en neuronas del tAlamo,
la linea fue conservada con heterocigotos). Los animales fueron alojados bajo un ciclo de
12 h luz/obscuridad, con acceso ad libitum a comida y agua antes de empezar los
experimentos conductuales. Los ratones VGlut2 Cre fueron donados por el Dr. Rui M. Costa
(Champalimaud Neuroscience Programme, Champalimaud Centre for the Unknown). Todos
los procedimientos fueron aprobados por el comité de bioética del Instituto de Fisiologia
Celular de la Universidad Autonoma de México (Protocolo FTA91-16) y se realizaron de
acuerdo con la guia del NIH para el cuidado y uso de animales de laboratorio.
Transfeccion viral

Los animales fueron anestesiados con isofluorano al 1%, mezclado con oxigeno (1L/min).
Se estandarizaron coordenadas para cada uno de los sitios manipulados (Tablal). Todas
las transfecciones fueron bilaterales. La transfeccion con Archaerhodopsin (Arch3.0;
rAAV5/Ef1a-DIO-eARCH3.0-eYFP, UNC GTC Vector Core, #AV4841D, 4.4 x 10 2 virus
moléculas/mL), enhance vyellow fluorescence protein (YFP; rAAV2/1Ef1a-DIO-eYFP-
WPRE(UPENN, Vector core) o Channelrodopsin-2 (ChR2; AAV.2-Efla-DIO-hchR2-H134R-
eYFP, UNC Vector Core, #AV4378, 3.9 x 10 2 virus moléculas/mL), se realiz6 a una
velocidad de 23 nL/5s hasta completar un volumen de 500nL, usando pipetas de vidrio con
una punta ~30um, dejando difundir el virus de 10-15 minutos después de la inyeccion. Cada
animal fue implantado de manera bilateral, dependiendo del tratamiento al que fue expuesto;

se implantaron fibras de 200 um para el caso de ChR2 y de 300 um para Arch3.0.
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-0.4mm +0.75mm -3.35mm
-1.5mm +0mm -3.35mm
-1.7mm +0.7mm -3.1mm
-1.9mm +1.65mm -3.6mm
-2.2mm +0.7mm -3.2mm
0.2 mm +1.8mm -2.35mm
0.2mm +2.5mm -2.35mm

Tabla 1. Coordenadas utilizadas para las manipulaciones en el tAlamo y estriado (las coordenadas estan

referenciadas a bregma).

Implantacion de electrodos

Para los registros electrofisiolégicos extracelulares, se implantaron arreglos de 16 electrodos
en configuracion de 4x4 o movibles de 16 electrodos, hechos de tungsteno con un didmetro
de 35 pm con un espacio de 150 pm entre cada electrodo (innovativeNeurophysiology.Inc)
en el PF, VPsyenel DMSyDLS.

Entrenamiento de los animales a realizar secuencias de acciones

Los ratones fueron entrenados a realizar secuencias de palanqueo que utilizamos como
modelo experimental de secuencias de acciones (Jin and Costa, 2010; Jin et al., 2014,
Tecuapetla et al., 2016). Los animales se dividieron en dos grupos: animales para
manipulaciones optogenéticas y animales para registros electrofisiolégicos in vivo. Después
de 3-4 dias de la cirugia, los animales comenzaron un condicionamiento dividido en 3
etapas. Una sesion de exposicion al alimento dentro de la caja de entrenamiento (MED
associates), 3 sesiones de reforzamiento continuo; cada presion resulto en la presentacion
de un reforzador (una sesion de 5, otra de 15 y otra de 30) y 12 sesiones en las que cada
animal estuvo expuesto a la misma palanca, recibiendo la recompensa cuando acumulé

ocho presiones (razén fija 8, FR8). Los animales de registro detuvieron su entrenamiento en
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la sesion 6 de FR8, se realizo el implante de los arreglos de electrodos. Posteriormente,
cuando el animal acumulé 11-12 sesiones de entrenamiento en FRS8, se realizaron los

registros electrofisiol6gicos, asi como las manipulaciones optogenéticas (Figura 9).

Registros electrofisiolégicos en animales en libre movimiento y foto- identificacion.
Se emple6é un sistema de electrofisiologia que permite registrar las sefales eléctricas
(innovativeNeurophysiology.Inc). Se utilizé un sistema de adquisicion Blackrocksystems UT.
Se realizé una clasificacién inicial de sefiales a través de la interfaz Cereplex Direct Software
Suite, utilizando “hops” para delimitar las sefales electrofisioldgicas que son derivadas de la
actividad neuronal y asi diferenciarlas del ruido de fondo. Las sefiales fueron adquiridas
utilizando un filtro de paso alto de 750 Hz, con una velocidad de muestreo de 30 kHz 30 000
puntos por segundo. Tras la seleccion de unidades, se inici6 el registro de la actividad
neuronal durante la realizacién de la tarea. Es importante mencionar que como parte de los
analisis post-registro se realizé una segunda clasificacion de unidades a través de un
andlisis de componentes principales de las espigas extracelulares (Oftline Sorter, Plexon).
Para poder definir si las neuronas registradas proyectaban al nucleo estriado, se utiliz6 la
técnica de foto-identificacion in vivo, que consistio en expresar ChR2 en animales VgluT2-
Cre seguido del implante de un arreglo de 16 electrodos moviles (250 um por arriba de la
infeccién) en los nudcleos de interés del talamo, lo que permitid, posterior al registro de la
actividad de las neuronas durante el inicio/realizacidon de acciones, identificar si las neuronas
registradas respondian a la estimulacion con luz azul desde una fibra implantada en el
estriado. Se registré durante varias sesiones moviéndose 100 um por dia.

Inhibiciones optogenéticas

Una vez que los ratones pasaron la etapa de entrenamiento de FR8, se disefiaron protocolos
de inhibicién. El primer protocolo consistio en la inhibicion antes de que el animal comience
la secuencia. Dado que la trayectoria del animal se vuelve estereotipada, se colocd un
sensor infrarrojo, que el animal rompia cada vez que cruzaba del comedero hacia la palanca.
Utilizando este movimiento estereotipado cada que el ratén venia de consumir sacarosa y
rompia el sensor, con una probabilidad al 30%, se permitio la iluminacion con luz verde (550
nm), esto para obtener dentro de la misma sesion ensayos control y con inhibicion, el
protocolo de inhibicion durd 5s a una intensidad entre 25~30mW en la punta de la fibra. El
segundo protocolo consistid en inhibir con la presionl de la secuencia de presiones (la

inhibicion dur6 5s).
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Registros electrofisiolégicos ex vivo

Para determinar la funcionalidad de la conexion del talamo hacia el estriado. Se realizaron
registros electrofisiolégicos en fijacion de voltaje en la modalidad de célula completa, de
neuronas del estriado, esto con la finalidad de registrar células que respondieran ante la
foto-estimulacion de axones talamo-estriatales. Para ello, se infectaron animales VGLUT?2
Cre con ChR2 en el PF o en el VPs.Entre dos y tres semanas después de la expresion de
ChR2, se extrajo el cerebro de estos animales y se colocé en una solucién que contenia
(mM): 242 sacarosa, 2.5 KCI, 7 MgClz, 28 NaHCO3,1.25 NaH2P0O,4,10 glucosa, 1 acido
ascorbico, y 3 piruvato, con un pH 7.4, saturada con 95/5% O,/CO2. Las rebanadas
coronales de 250 um, se colocaron en una solucién que contenia (mM): 125 NaCl, 3 KCl,
1.3 MgCly, 2.6 CaCly, 26 NaHCOs, 1.25 NaH2POs, 15
glucosa, con un pH 7.4 y osmolaridad de 310 mOsmol/L, saturadas con 95/5% O,/CO.. Se
registraron células en secuencia pareada, una del DMS y una del DLS por rebanada con
micropipetas de borosilicato (resistencia de 3-6 MQ), con una solucion interna (mM): 120
KMeSOs, 2 MgCI2, 10 HEPES, 100 EGTA/KOH, 1 CaCl,, 2.41 Na,-ATP,1.14 Na-GTP, 3.18
biocitina, con una osmolaridad de 290 mOsmol/L. Las neuronas fueron visualizadas con un
filtro infrarrojo acoplado a una camara (Evolution VF FAST), y los registros fueron adquiridos
con un software de libre uso (im-patch) por medio de una tarjeta de NI (CB 68LP) acoplado
a un amplificador Patch-clamp PC501a.

Evaluacion de efectos de las manipulaciones optogenéticas sobre la motricidad
gruesa en el campo abierto
Para evaluar si la inhibicién optogenética tenia un efecto sobre la locomocién, se colocé al

ratén en una caja de 40x40cm y de altura 30cm. El animal recibié una estimulacién de luz
(5s) cada minuto. Posteriormente utilizando videos de estas sesiones se determiné la
trayectoria del animal antes y durante la estimulacion (Tecuapetla et al., 2014).

Analisis de datos

Conducta. Se calcul6 el porcentaje de presiones en secuencia y el porcentaje de presiones
individuales, una secuencia se defini6 como dos o mas presiones sin que fueran
interrumpidas por un lenglietazo rotas por un lengiietazo (visita al comedero). También se
calcul6 la latencia para iniciar una secuencia de acciones, que se define como el tiempo
desde que el animal cruzé el sensor viniendo del comedero y hasta realizar la primera
presion de una secuencia; el nimero de presiones que realizé durante la secuencia. La
latencia y las presiones fueron calculadas para los ensayos control y los ensayos con

inhibicién. Al final de la sesién se obtuvo la mediana de todos los ensayos realizados y se
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compararon con los ensayos con inhibicién. Los andlisis se hicieron por medio de funciones
creadas en MATLAB.

Andlisis de los registros electrofisiolégicos unitarios. Una vez aisladas las unidades
putativas, se obtuvieron los tiempos donde sucedieron las espigas y fueron alineados al
inicio de la secuencia de palanqueo en MATLAB. Los tiempos de la actividad fueron
exportados a MATLAB, y se evalu6 la modulacion de la actividad neuronal al momento de
inicio/realizacion de la secuencia. Para determinar si las unidades se modularon alrededor
del inicio y realizacion de secuencias de acciones, se realizé un andlisis de curvas ROC,
determinando si la actividad fue diferente respecto a una basal 2.5s antes de la primera
presion. El porcentaje de unidades se calculé en ventanas de 200 ms que se movieron 20
ms; se determin6 una unidad negativa si el AUROC fue menor a 0.5; una unidad modulada
positivamente fue aquella cuya AUROC fue mayor a 0.5. Se realizaron 1000 permutaciones
para llegar a una confiabilidad de 0.05. Una vez separadas las unidades, se calcul6 la
puntuacion Z para determinar la dinamica de actividad por unidad y por tipo de actividad,
posteriormente fueron graficadas en un mapa de calor. Para definir que una unidad fue
selectiva al inicio, se comparo su actividad previa a cada presion y si ésta fue mayor solo en
la primera presion, fue considerada como solo de inicio (prueba Kruskal Wallis p<0.05) y asi
para cada época (primera, segunda, pendltima y ultima presion). Posteriormente, se
realizaron analisis para preguntar si la actividad tenia relacién con el nimero de presiones
o con el tiempo de latencia para iniciar, es decir, se agruparon los ensayos por categoria
con el fin de determinar la tasa promedio por tipo de ensayo para posteriormente realizar
una regresion lineal y se determind si los parametros se ajustaban a una linea recta de
manera significativa, una pendiente diferente de cero (p<0.05).

Inmunohistoquimica

Se obtuvieron muestras de cortes coronales de 50 y 100 um fijadas en PFA al 4% en PBS
0.1M. Posteriormente, lavadas con PBS 0.1M. Se realiz6é inmunofluorescencia para NeuN
(Merck) a una concentracion 1:3000, permeabilizando las membranas con triton al 0.5% en
PBS 0.1M. Las muestras fueron incubadas con un anticuerpo primario durante 24 h a
temperatura ambiente, para después ser incubadas en el anticuerpo secundario Alexa 597
(1:500) durante 2h. Posteriormente fueron montadas con Vectashield / DAPI. Se obtuvieron
fotomicrografias con microscopia confocal a partir de las cuales se determiné el porcentaje

de células transfectadas con eYFP y con marca a NeuN.
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Determinacion de las proyecciones talamo-estriatales

Se extrajo el cerebro de animales previamente tratados para la expresion de eYFP en las
fibras talamo—->estriatales, se fijaron en PFA al 4% y de estos se sacaron cortes coronales
de 50 um a nivel del estriado, los cuales fueron montados con mowiol y se tomaron muestras
(192x192 pm x10 um de profundidad con intervalos de 1 um en z) a nivel del estriado dorso-
medial y dorso-lateral con un objetivo de magnificacion de 63x. Los cuadrantes fueron
seleccionados al azar (3 cuadrantes por estriado) dentro de las regiones de interés (n=5
ratones por grupo). Todas las fotos fueron adquiridas en un microscopio confocal (LSM700)
con el software ZEN lite (Zeiss) e importadas en formato TIFF para después ser editadas
en Fiji (Image J), estimando la maxima proyeccion en el eje Z; cabe mencionar que se les
aplico un filtro Hessiano con el fin de cuantificar las fibras que fueron definidas como una
estructura fluorescente que cruzaba aleatoriamente dos lineas espaciadas
aproximadamente 20 um (Grider et al., 2006).

Estimacion de neuronas marcadas retrogradamente

Para la estimacion de los nucleos talamicos que proyectan al estriado se inyectaron
retrobeads (Lumafluor) a nivel del DMS o DLS (coordenadas tabla 1), se inyect6é un volumen
de 300nL, a la misma velocidad que los vectores virales, 10 dias después se obtuvieron
rebanadas coronales de 100um de grosor para tomar imagenes confocal de fluorescencia y
estimar el nimero de células marcadas retrogradamente desde el estriado en el talamo. Se
utilizé una cuadricula generada aleatoriamente para el conteo de las células con retrobeads,
y se contd las de la mitad de los cuadrantes generados; las células fueron marcadas con el
programa Fiji de ImageJ.

Andlisis Estadistico

Todos los datos fueron representados como media 0 mediana + SEM (segun se explique
en el texto), y el nivel de significancia fue de p<0.05. Solo los datos de las inhibiciones
optogenéticas se reportan como mediana de los ensayos para los analisis pareados, donde
se utilizo la prueba de Wilcoxon, mientras que para los no pareados se utiliz6 U de Mann-
Whitney, y cuando fueron més de 2 grupos se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis con la ayuda del software GraphPadVersion 6.02 y MATLAB.
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Resultados

Proyecciones tdlamo->estriatales

Para identificar las proyecciones del talamo al estriado, realizamos experimentos de
marcaje retrogrado. Inyecciones de marcadores retrogrados (retrobeads) fueron realizadas
dentro del estriado dorso-lateral o dorso-medial (Figura 6). El analisis de la marca
retrograda dentro del tAlamo mostré6 marca de neuronas en dos regiones talamicas, en los
nucleos intralaminares (parafascicular, central medial, posterior) y la region ventral del
talamo (ndcleos ventrales: medial posterior medial y posterior lateral). La cuantificacién de
neuronas marcadas retrogradamente mostr6 que cuando se hicieron inyecciones de
retrobeads en el DMS la regién taldmica con mayor marca fue la region del ndcleo
parafasicular (Figura 6C). Por el contrario, observamos que la region del talamo con una
proyeccion preferente al DLS fue la regidn ventral del talamo (% de células con retrobeads
en los nucleos del tAlamo cuando se inyectaron en el estriado dorso-medial versus dorso-
lateral: PFs—DMS = 78.5%, VPs—DMS = 21.5%, PFs—DLS = 60.3%; y en VPs—DLS =
39.7%, n = 4 animales DMS y 5 animales DLS; p < 0.05, x? test; Figura 6C, paneles de la

derecha).

Dado que la region intralaminar (PFs) y la region ventral del talamo (VPsS) se
marcaron células en las inyecciones de trazado retrogrado en el DMS y DLS, evaluamos la
posibilidad de que las mismas neuronas talamica proyectaran simultaneamente a ambos
compartimentos estriatales (Figura 7). Para esto inyectamos retrobeads rojos en el DMS y
verdes en el DLS, los resultados mostraron que existe un bajo porcentaje de neuronas que
proyectaron a ambos compartimentos dentro de los PFs y VPs (Figura 7C), sugiriendo que

en su mayoria son circuitos paralelos.
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Figura 7. Marca retrograda en los PFs y VPs por la inyeccion de retrobeads en el DMS y DLS.

A) Ejemplo de una inyeccion simultanea de retrobeads con 2 colores en el DMS y DLS.

B) Fotomicrografias a nivel de los PFs (arriba) y los VPs (abajo) mostrando que tomaron la marca
desde el DLS (verdes), del DMS (rojas) o que tomaron ambas (amarillas)

C) Cuantificacion del porcentaje de células marcadas con la inyeccion simultanea de retrobeads.

En un tercer experimento de anatomia se utilizd un marcador anterégrado para
verificar la preferencia de las proyecciones del PFs al DMS y de los VPs al DLS. Las
neuronas del tdlamo expresan el transportador de glutamato tipo 2 (Fremeau et al., 2001;
Wu et al.,, 2015). Por lo tanto, el uso de ratones transgénicos que expresan la Cre
recombinasa bajo el promotor VGIuT2 (animales VGIlut2 Cre) nos facilité el marcaje de las
neuronas talamo-estriatales utilizando vectores virales, virus adenoasociado (AAV), que se

inyect6 dentro de los PFs o VPs en animales VGlut2 Cre (Figura 8).
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La cuantificacion de los axones en el DMS y DLS por inyecciones en los PFs o los VPs
corrobor6 experimentos de trazado retrogrado, es decir las células del PFs dejan mayor
proporcion de axones en la region DMS, mientras que los VPs del tadlamo proyectan
preferencialmente a la parte lateral del estriado (Figura 8 PFs—DMS 55.7% y 44.3%
PFs—DLS, respectivamente; Figura 8C, derecha; n = 5 animales; PFs—DLS versus
PFs—DMS, p < 0.05; x2 test; 58.8% las fibras de los VPs en el DLS and 41.3%; Figura 8C,
derecha panel; n = 5 animales; DLS versus PFs—DMS, p < 0.05; x? test; 58.8% de los VPs
fibras en el DLS y 41.3%; Figura 8C, derecha panel; n =5 animales; DLS versus DMS, p <
0.05, x2 test; paneles de la derecha).

Para comprobar que las fibras encontradas efectivamente conectaban con neuronas
del estriado, se trasnfectaron las regiones talamicas (PFs y VPs) con ChR2 y en registros
en rebanada se evocaron corrientes postsinapticas sobre células del estriado por activacion
de los axones talamo->estriatales (Figura 9). Para esto se realizaron registros
electrofisiologicos en fijacién de voltaje en la modalidad de célula completa. Se registraron
2 células por rebanada, una célula en el DMS y una en el DLS con el fin de poder comparar
las condiciones experimentales. La estimulacion de los axones provenientes de los PFs
mostro corrientes postsinapticas (PSC) de mayor amplitud y con una mayor probabilidad de
ser registradas en el DMS que en el DLS. La estimulacion de los axones de los VPs mostré
PSCs de mayor amplitud y con mayor probabilidad en las neuronas del DLS (Pf—DMS
175+12 pA versus Pf—DLS 8448 n=13 pares de células; VPs—DMS 26 + 3 versus
VPs—DLS 100 + 11, n=8 pares de células, p<0.05, Mann-Whitney U test; pareada p<0.05,
Wilcoxon test, Figura 9B y 9C). La naturaleza de estas PSCs se verifico, aplicando CNQX
gue es un bloqueador de los receptores AMPA (Figura 9D). Se identificé a algunas de las
neuronas registradas clasificandolas en neuronas de proyeccién (SPN) e interneuronas
(INT) encontrando un mayor nimero de interneuronas en el DLS, sin embargo, la muestra

fue demasiado pequefa para poder concluir una selectividad (Figura 9E-F).

30



C

PFs (VGIuT2Cre): AAV-DIO-eYFP

PFs=rEstriad

VPsstriado
DMS " 500um

~

(894
£ o

oOMS N\

DLS ) D LS

VM

Brema;1 .7 mm
Sitio de inyeccién PFs VPs

Espancién de eYFP D & go, PFS VPs 100
(somas:eYFP/NeuN+) > ® * *
o @ o
= PFs VPs « &= 60
© D g
w [0 o
g 40 40 § _Eu 40
=¥ ) O
B o =20
Q
So o 85
& 300 0 300 -300 0 300 B 3‘3 0] 0
Anteroposterior del sitio de inyeccion (um) (. ~ DMS DLS DMS DLS
7 '\r.b‘b
Q’

31



Figura 8 (pagina anterior). Proyecciones por trazado anterégrado de los PFs y VPs al estriado
dorsal

A) 1: Esquema de la inyeccién a nivel de los PFs, 2: muestran los ejemplos de la inyeccion del vector
viral (en el inserto se muestran la suma de varias fotos en el sitio de inyeccién), 3: las fibras en el
estriado de la inyeccion en 2 (en el inserto se muestran la suma de varias fotos en el estriado), 4: un
zoom de las fibras en el DMS/DLS.

B) similar al panel A para la inyeccién de los VPs.

C) Porcentaje de células transfectadas en los sitios de inyeccion y 300 micras alrededor.

D) % de fibras en el DMS vs. DLS por las inyecciones de los PFs o0 VPs.
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Figura 9. Registro de la via tdlamo-estriatal es especifico por compartimento del estriado
dorsal.
A) Esquema donde se muestra el experimento.
B) Ejemplos de corrientes postsinapticas excitatorias registradas en cada una de las condiciones y
en la parte inferior se muestra el gréafico del tamafio de las corrientes postsinapticas por célula y
rebanada, los puntos y el error muestran la media de todas las células.
C) Probabilidad de encontrar conexion en los diferentes tipos de experimentos.
D) inhibicién de las corrientes con CNQX (antagonista AMPA) y en la parte derecha se muestra un
ejemplo representativo.
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E) Ejemplo de registro de una neurona clasificada como espinosa mediana.
F) Distribucion de células identificadas por cada circuito.

Una vez identificadas las proyecciones del tadlamo, identificando que los PFs y los
VPs proyectan preferentemente al DMS y DLS respectivamente. Decidimos estudiar las

implicaciones de estas proyecciones en el inicio y la ejecucidn de secuencias de acciones.
Entrenando ratones a iniciar / realizar secuencias de acciones

Para evaluar la contribuciébn de las sinapsis talamo->estriatales durante el
inicio/realizacién de una secuencia de acciones entrenamos animales a autoiniciar y realizar
secuencias presiones de una palanca (Jin and Costa, 2010; Jin et al., 2014; Tecuapetla et
al., 2016). Para esto primero cada animal recibié un reforzador de manera aleatoria cada
30 segundos por media hora (0.02 ml de una solucién de sacarosa al 10%) en una caja de
comportamiento operante (equipada con una palanca y un comedero). En una segunda
etapa de entrenamiento cada animal fue expuesto con una palanca por tres sesiones en las
gue cada vez que el animal presioné la palanca recibié un reforzador (tres sesiones de
reforzamiento continuo; CRF5, 15 y 30). En la dltima etapa del entrenamiento la
contingencia con que los animales recibieron recompensa fue modificada a razén fija 8
(cada que el animal acumulo 8 presiones recibié un reforzador); se mantuvo en esta etapa
a los animales por 12 sesiones previo a los protocolos de inhibicién optogenética o registros

electrofisiologicos (Figura 10).

A lo largo del entrenamiento los ratones fueron incrementando el porcentaje de
ensayos donde realizaron presiones en secuencia y disminuyeron el porcentaje de ensayos
en que realizaron presiones individuales (Figura 10D). Al pasar los dias de entrenamiento,
los ratones estereotiparon el movimiento de ir del comedero a palanca, por lo que utilizando
un sensor infrarrojo entre el comedero y la palanca se midio la latencia para iniciar una
secuencia (latencia para iniciar; Figura 10E) (Tecuapetla et al., 2016) (latencias C57BL6/6J
=1+ 0.1 s; PF>DMSarchzo= 1.2 + 0.2; PF-DMSeyrr = 1.1 £ 0.1; VPS—DLSarchzo=1.2 £
0.1; VPs—DLSevrr = 1.3 £ 0.1; n=6 animales por grupo; Figuras 10E y 10F; p > 0.05,
Kruskal-Wallis test). En promedio los ratones realizaron 4.2 + 0.4 presiones (para los
animales Cre: PF—>DMSarchz.0= 3.7 £0.6; PFS—DMSeyrp = 3.3 £ 0.2; VPS—DLSarch3.0= 3.7
0.3; VPs—DLSevrp= 3.5 £ 0.3; 6 animales por grupo; p< 0.05 Kruskal-Wallis test; Figura
10F, izquierda); con estos experimentos estandarizamos un modelo que nos permitio

estudiar el inicio y la realizacion de una secuencia de acciones.
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Figura 10. Animales desarrollan secuencias de palanqueo.

A) Esquema temporal del paradigma.

B) Ejemplo de la medicién de la latencia para iniciar.

C) Raster-plot de la conducta de un raton alineada al inicio del palanqueo.

D) Gréfico de la proporcién de ensayos con presiones en secuencia y presiones individuales.

E) Grafico de las latencias a lo largo del aprendizaje.

F) Grafico del nimero de presiones y latencia para iniciar en el dia previo a las manipulaciones
optogenéticas.

Registro de neuronas talamicas mientras se inicia/ realiza una secuencia de acciones

Para determinar la actividad tdlamica durante el inicio y ejecucion de una secuencia
de acciones se decidi6 implantar ratones con arreglos de 16 electrodos en la regién PFs o
la regién VPs; se registraron 7 animales (3 para el PFs y 4 para los VPs, en un total de 6 y

8 posiciones, respectivamente) (Figura 11).
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Se registraron 86 unidades en los PFs y 122 unidades en los VPs. Encontramos
neuronas que incrementaron su taza de disparo antes de la primera presion (Figura 11C),
y unidades que incrementaron su actividad durante la realizacion de las presiones (Figura
11D). La modulacién de las neuronas registradas se determiné por curvas ROC con 1000
permutaciones, preguntando si la actividad era diferente a una basal tomada 2.5 segundos
antes del palanqueo. Se calcul6 el porcentaje de unidades reclutadas por unidad de tiempo
(Figura 11G). El PFs mostr6 un mayor porcentaje de unidades moduladas en el inicio que
los VPs (PFs inicio = 65% versus VPs inicio= 41%; p < 0.05; x? test; Figura 11G). Mientras
que en los VPs se mostré un mayor porcentaje de unidades moduladas positivamente
durante la ejecucion de la secuencia (VPs ejecucién (+) = 31% versus PFs ejecucién (+) =
23%; pastel2 versus 4, p < 0.05, x? test). Posteriormente, se determin si las unidades eran
especificas del inicio de una secuencia 0 se modulaban en cada presion, para esto
alineamos la actividad a la primera presion, segunda penultima y Ultima; encontrando que
el PFs contiene un mayor niumero de unidades moduladas en el inicio, mientras que la
mayor cantidad de unidades moduladas en la ejecucién fue en los VPs (Figura 12) (PFs =
42% versus VPs = 27%; p < 0.05, x2test; Figura 12C) (PFs = 22% versus VPs = 55%; p <
0.05, x? test; Figura 12C).
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Figura 11. La actividad del PF y los VPs
incrementan su tasa de disparo al inicio y
durante la realizacion de secuencias
aprendidas.

A) Fotografia de un raton implantado con un
electrodo.

B) Ejemplo de la lesién representativa por la
canula del electrodo y los esquemas muestran
los sitios de los demas animales.

C) Ejemplo de 2 unidades registradas en los
PFs alineadas al inicio de la secuencia de
presiones.

D) similar a C, registros en los VPs.

E y F) Poblaciéon de unidades alineadas al
inicio de la secuencia de palanqueo
registradas en los PFs o en los VPs.

G) Grafico de reclutamiento de unidades a lo
largo del inicio y realizacién de la secuencia.
Los pasteles muestran el promedio de
unidades 2 segundos antes 0 2 segundos
después de la primera presion.
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Figura 12. Actividad alineada a diferentes momentos de la secuencia de presiones.

A) Unidades alineadas a los diferentes eventos de la secuencia, a la primera, segunda, pendltima y
Ultima presion registradas en los PFs.

B) Similar a A, registros en los VPs.

C) Proporcion de las unidades por categoria, de acuerdo a su maxima activacion.

Registro de las neuronas talamo->estriatales mientras se inicia/ realiza una
secuencia de acciones

Con el fin de identificar la actividad de neuronas del tAlamo que proyectan al estriado
mientras los animales iniciaban/realizaban la secuencia de palanqueos, transfectamos
ChR2 en neuronas del tAlamo y colocamos una fibra éptica en el estriado (DMS o DLS
segun fue el caso). La idea fue colectar la actividad durante el palanqueo y al final de la
sesién preguntar si la neurona registrada respondia a la activacion antidromica desde el

estriado (Figura 13) identificAndolas como neuronas tadlamo-estriatales (Lima et al., 2009).

La Figura 13 se muestra un ejemplo de una unidad que present6 estimulacién
antidrémica; es posible observar la espiga extracelular, su respuesta a los pulsos
estimulados y el cluster de distribucion de los componentes principales, para determinar
gue se trataba de la misma unidad; aceptamos un coeficiente de correlacién entre la forma
de la espiga extracelular registrada en la conducta y la forma registrada durante la foto-
estimulacion de 10ms, y una latencia de respuesta menor a 8 ms (Vandermaelen & Kitai,
1980) (latencia media PFs—DMS = 5.4 + 0.3 ms; VPs—DLS = 5.4 £ 0.5 ms; Figure 12B).
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Figura 13. Registro de
neuronas talamo-estriatales
durante el inicio y realizacion
de secuencias.

A) Esquema del experimento
para identificar neuronas
tdlamo->estriatales.

B) Ejemplo de una unidad foto-
estimulada anti-dromicamente,
se muestra la forma de la espiga
extracelular registrada. En la
parte inferior se muestran las
latencias registradas por las
neuronas talamo-estriatales.

C y D) Ejemplo de una unidad
foto-identificada alineada al
inicio de la secuencia registrada
en el PF y una en los VPs
respectivamente.

E y F) Poblacion de unidades
foto-identificadas alineadas al

inicio del palanqueo para
PFs>DMS y VPs->DLS
respectivamente.

G) Grafico de reclutamiento del
porcentaje de unidades por
unidad de tiempo. Los pasteles
de los insertos muestran el
promedio de las unidades 2s
antes vs. 2 s después de la
primera presion, en color gris se
muestran las unidades que no
se modularon.



Siguiendo esta metodologia se logro foto-identificar al 34% de las unidades registradas en
los PFs mientras que en los VPs—DLS se logré foto-identificar el 12% (Figura 13E-F). El
reclutamiento de neuronas en el tiempo mostr6 una mayor proporcién de unidades
moduladas al inicio que durante la realizacion para el circuito de VPs—DLS (PFs—DMS
inicio= 51% de las unidades, en comparacion a VPs—DLS inicio= 88% p < 0.05; x? test;
PFs—DMS ejecucion= 24% en comparacion con VPs—DLS ejecucion= 58%, p<0.05; x?
test; Figuras 13E-G). Al cuestionar si la actividad observada era especifica del inicio de
una secuencia o estaba alineada solo a cualquier presién, se evidencié que el PFs—DMS
contiene mayor porcentaje de unidades especificas del inicio de la secuencia, mientras que
la regién VPs mantenia un mayor porcentaje de neuronas asociadas especificamente a la
realizacion, (PFs—DMS inicio = 43% versus VPs—DLS inicio = 33% de las unidades;
PFs—DMS realizaciéon = 13% versus VPs—DLS realizacion = 20%; p<0.05, x? test; Figura
S1G). En conjunto estos resultados mostraron que las unidades talamo-estriatales que
conectan con el estriado dorsal incrementan su taza de disparo alrededor del inicio y

ejecucion de secuencias de movimientos.

Posteriormente decidimos preguntar si la actividad de estas neuronas talamo-
estriatales contenian informacion del desarrollo o inicio de la secuencia. Para esto
realizamos ajustes lineales entre la actividad neuronal y parametros de la conducta como
lo es la latencia en iniciar una secuencia, o el nUmero de presiones. Para esto se calculo la
tasa de disparo por ensayo y después agrupamos los ensayos por el tiempo de latencia
(Figura 14A) o por el numero de presiones (Figura 14E), posteriormente a través de un
andlisis de regresion calculamos donde la beta ajustada fuera significativamente diferente
de cero. Con los datos anteriores, se calculo el porcentaje de codificacion positiva y negativa
de las unidades talamo-estriatales. Identificamos un porcentaje alto de unidades que
codifican las presiones para los VPs—DLS. También se encontré un mayor porcentaje de
unidades que realizan una regresion negativa con la latencia para el PFs—DMS. Al
preguntar si existian neuronas especificas que sélo codificaban un parametro, encontramos
que la mayoria de las neuronas tadlamo-estriatales codifican ambos parametros, pero el
PFs—DMS contiene unidades que codifican solo latencia y por su parte el VPs—DLS
contiene unidades que so6lo codifican presiones y no latencia para iniciar (PF—DMS latencia
unidades = 22% versus VPs—DLS unidades solo latencia = 0%; PFs—DMS unidades sélo
relacionas con las presiones = 7% VPs—DLS relacionadas sélo con las presiones = 33%;
p<0.05 x? Figura 14l). Estos datos en conjunto sugieren que las neuronas talamo-

estriatales contienen informacion de cédmo se codifica una secuencia de presiones.
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Figura 14. Las neuronas talamo-
estriatales codifican el inicio y
namero de presiones en una
secuencia.

A) Raster plot de una neurona que
muestra regresion entre las espigas y
el tiempo de latencia para iniciar.

B) Regresién de los datos en A.

C) Porcentaje de unidades que
tuvieron una regresion significativa
con la latencia, beta positiva (azul) o
negativa(rosa).

D) Pasteles que muestran el promedio
de unidades en 2s antes o después de
la primera presion, que hicieron
regresion con la latencia.

E) Una neurona que hace regresién
con el nimero de presiones.

F) Regresién de los datos mostrados
en E.

G y H) similar a C y D, en este caso
haciendo regresion con el numero de
presiones.

I) Diagrama de Ven que resume las
poblaciones registradas y su
distribucion con la regresion lineal a
los 2 parametros evaluados.



Inhibicién de las neuronas taldamicas durante el inicio/realizacién de una secuencia
de acciones

De acuerdo con los registros in vivo, las neuronas talamo->estriatales mostraron
modularse en el inicio y realizacion de la secuencia de movimientos. Para comprobar si las
neuronas talamicas contribuyen a iniciar/realizar la secuencia, se realizaron inhibiciones
optogenéticas, en algunas regiones talamicas, tales como, la region anterior talamica
(ANT), la region central medial (CM), PFs y los VPs por medio de Arch.3.0. Las inhibiciones
optogenéticas se realizaron en 2 momentos: el primero, cuando el animal cruzé el sensor
de latencia. La Figura 15 muestra que la inhibicion de los cuerpos celulares de neuronas
del talamo provoco un retraso en el inicio de la secuencia de movimientos cuando se inhibié
los somas del PFs y VPs (Figura 15D). Interesantemente la inhibicion de los VPs mostro
un incremento en el nUmero de presiones en la secuencia, mientras que la inhibicién en los
PFs mostré un incremento en la duracion de la secuencia cuando es estimulado antes que

inicie la secuencia (Figura 15F).

Por otro lado, cuando se realiz6 la inhibicion cuando el animal se encontraba
realizando la primera presion de la secuencia, solo encontramos efecto en la duracion de

la secuencia que incrementd cuando manipulamos la regién del PFs y ANT (Figura 15K).

Aunque estos resultados apoyan la idea de que la actividad del talamo es necesaria
para la apropiada ejecucion de la secuencia, no informan especificamente acerca de las
proyecciones talamo->estriatales, ya que las neuronas manipuladas en el talamo pueden
proyectar a diferentes blancos, como la corteza, estriado u otras regiones. Por lo tanto, los
siguientes experimentos se centraron en conocer la interaccion tdlamo->estriatal a través

de la inhibicién de los axones que llegan del talamo al estriado dorsal.
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Figura 15. La inhibicidn del talamo en el inicio y ejecuciéon de secuencias de acciones afecta
la apropiada realizacién de secuencias.

A) Esquema del sitio de manipulacion.

B y G) Esquema de manipulacion antes de iniciar y durante la realizacién de la secuencia.

C y H) Réster-plot de la conducta en condicion sin luz y con luz alineado a la primera presion.

D) Gréficos de latencia para iniciar, en el grafico pareado se muestran 3 y 4 animales realizados en
los VPs y PFs respectivamente; en los boxs plot se muestra a cada grupo probado, como cociente
entre estimulacion y no estimulacion on /off durante el dia de estimulacion y un dia previo.

E) Similar a C, cuantificando las presiones.

F) similar a D, cuantificando la duracion de la secuencia.

I-K) Similar a D-F en este caso para la inhibicion del protocolo en G.
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Inhibicion de las sinapsis talamo->estriatales durante el inicio/realizacion de una
secuencia de acciones

La inhibicion de las terminales axénicas por medio de optogenética es una técnica
poco utilizada (Kim et al., 2017). Por lo tanto para evaluar esta técnica llevamos a cabo
registros de célula completa y estimulacién eléctrica de los axones tdlamo->estriatales, en
una preparacion donde se conservan las fibras tdlamo-estriatales(Arias-Garcia et al., 2018;
Smeal et al., 2007), esto en animales previamente tratados para expresar Arch 3.0 en el
talamo. La idea fue que, al aplicar luz verde sobre corrientes postsinapticas registradas en
el estriado, esta produjera un decremento en la probabilidad de generar despolarizaciones

postsinapticas en comparacion a los ensayos sin luz verde (Figura 16L-M).

La segunda manera de verificar la inhibicibn de axones usando Arch3.0 fue
registrando in vivo en el estriado mientras se iluminaba a las fibras talamo-> estriatales, esto
con el propdsito de observar los cambios generados por la luz. Al realizar este experimento
encontramos gque la inhibicién de las terminales tAlamo->estriatales redujo la actividad en
al menos el 37% de las unidades registradas. Adicionalmente se realizaron experimentos
control, en los cuales solo se expresé eYFP, en los cuales no se observd una modulacion

practicamente nula con la luz (Figura 16F).

Como ultima prueba del funcionamiento de la inhibicion de terminales axénicas,
también analizamos los cambios registrados en el LFP, encontrando una modulacién clara
del LFP al inhibir las sinapsis del PF—DMS. Por otro lado, la inhibicién de los VPs—DLS
es mas compleja ya que se observo un efecto menor que pudo ser debido a una circuiteria
mas compleja (Figura 161). Una posibilidad colateral del querer inhibir a los axones
talamo->estriatales es que al manipular los axones en el estriado afectaramos a los axones
de paso hacia la corteza. Por este motivo se implant6 a un animal transfectado con Arch3.0
en los VPs, una fibra Optica en el estriado y un electrodo de registro en la corteza
somatosensorial; los registros de este Ultimo experimento no mostraron cambios ni en la

actividad unitaria (Figura 16G) ni en el LFP (Figura 16l).
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Figura 16. Verificacion de la inhibicion tdlamo-estriatal.

A) Esquema del experimento para registrar en el estriado mientras se inhiben las fibras
talamo->estriatales.

B) Ejemplo de una unidad en el estriado que decremento su tasa de disparo cuando se le coloco
pulsos de luz verde. La unidad mostrada tiene una frecuencia mas alta que el promedio.

C) Registro del total de unidades registradas en el estriado mientras se inhibié a las terminales
PFs>DMS.

D) Promedio de la actividad de las unidades presentes en C.

E) Similar a C, pero registrando un animal que tiene la expresion de eYFP.

F) Promedio de los registros en E.

G) Similar a D, pero ahora en un animal infectado en los VPs con la fibra en el estriado y los
electrodos en la corteza somatosensorial.

H) Promedio de G.

I) LFP registrado para todas las inhibiciones probadas en este estudio.

J) Registro en rebanada para despolarizar al estriado por estim. eléctrica de aferentes
talamos->estriatales.

K) Fotomicrografia de una célula registrada bajo el protocolo en J.
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Inhibicidn optogenética de las terminales talamo-estriatales durante el inicio de una
secuencia de acciones

Para evaluar la contribucién de las sinapsis talamo->estriatales primero se realiz6
una inhibicién de estas justo antes de que los animales iniciaran la secuencia acciones. Los
resultados de este experimento mostraron un incremento en la latencia para iniciar la
secuencia, tanto al inhibir los circuitos PFs—DMS como VPs—DLS (Figura 17) (PFs—DMS
latenciaon = 2.9 + 0.7s versus PFs—DMS latenciaqs = 0.8 £ 0.1; VPs—DLS latenciaon = 2.7
* 0.5 versus VPs—DLS latenciac = 0.9 + 0.9, p<0.05, Wilcoxon test). Interesantemente la
inhibicibn de los VPs—>DLS incrementd significativamente el ndmero de presiones
(VPs—DLS presioneson = 5.4 £ 0.5 presiones versus VPs—DLS presionesq = 3.8 + 0.5,

p<0.05, Wilcoxon test) sin presentar cambios en la duracion de la secuencia.
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Figura 17. La inhibicion de la sinapsis talamo-estriatales retrasa el inicio de la secuencia de

acciones

A) Esquema de la inhibicién.

B) Cuantificacién de la latencia cuando se inhibié las sinapsis PFs>DMS. A la derecha se muestra
el cociente comparando el efecto de la luz a un dia previo a la estimulacion.

C) Similar a B, pero para el circuito de VPs—>DLS.

D y E) Numero de presiones.

F y G) Duracion de la secuencia.
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Inhibicion de las terminales talamo-estriatales durante la realizacion de una
secuencia de acciones

La inhibicién previa de las sinapsis VPs—DLS produjo un aumento en el nimero de
presiones, por lo que preguntamos si el inhibir estas sinapsis cuando el animal presiona por
primera vez, tiene el mismo efecto que cuando inhibimos antes de que el animal presione.
La inhibicién durante la ejecuciéon produjo un incremento en el nUmero de presiones, sin
alterar la duracién de la secuencia (Figura 18E) (VPs—DLS presiones,n = 5.1 + 0.4 versus
VPs—DLS presionesqs = 3.2 + 0.3, p<0.05, Wilcoxon test), concluyendo que la participacion
de la sinapsis VPs—>DLS produce un incremento en el nimero de acciones.
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Figural8. La inhibicién de las sinapsis VPs2>DLS genera un mayor niamero de acciones en la

secuencia.

A) Esquema de la inhibicion.

B) Cuantificacién de la latencia para cuando se inhibié a las sinapsis PFs>DMS. A la derecha se
muestra un cociente que compara el efecto de la luz contra un dia previo a la estimulacion.

C) Similar a B, pero para la inhibicion de las sinapsis VPs—>DLS.

D y E) NUimero de presiones.

F y G) Cuantificacién de la duracién de la secuencia.
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La inhibicion de la via PFs-DLS no evoca cambios durante el inicio / realizacion de
secuencias de acciones

Dado que existe la posibilidad de que cualquier manipulaciéon de las fibras
excitatorias sobre el estriado dorsolateral afecten la ejecucion de una secuencia de
acciones, preguntamos si la inhibicion de las sinapsis PFs—DLS afectaba la ejecucién de
la secuencia de acciones. Los resultados de este experimento no mostraron efecto alguno
(Figural9), por lo que pensamos que la modulacién de las sinapsis VPs—>DLS en la

modulacion del nimero de presiones es especifica.
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Figura 19. La inhibicion de la sinapsis PF>DLS no altera el inicio ni la ejecuciéon de secuencias
A) Esquema de la inhibicién.

B y C) Protocolo de inhibicion antes e iniciada la secuencia de presiones.

D) Fotos representativas de la infeccién y un track de una fibra Optica.

E y F) Latencia para iniciar cuando se inhibid las sinapsis PFs>DLS en los protocolos B-C.

G) Puntas de las fibras de los animales de este experimento.

H) Nimero de presiones cuando se inhibid las sinapsis PFs>DLS en los protocolos B-C.
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La inhibiciéon de las sinapsis VPs2>S1 no afecta el inicio / realizacién de secuencias
de acciones
Aunque los experimentos de registro sugirieron que al inhibir el estriado no se afecta

a los axones de paso, en un segundo control, decidimos realizar el experimento de inhibir
a los axones talamo-corticales que llegan a S1. Para ello transfectamos a un grupo de
animales en los VPs y colocamos fibras opticas en la corteza S1. Los resultados de este
experimento mostraron que la inhibicién de las fibras VPs>S1 no afecto el inicio ni la
realizacion de secuencias (Figura 20), demostrando la contribucion especifica por parte de
los axones provenientes de los VPs hacia el estriado. Adicionalmente realizamos una
correlacion entre el incremento en el nimero de presiones al inhibir las sinapsis VPs—DLS
y las presiones basales que realizaba el animal, encontrando una correlacién negativa entre
el efecto de la inhibiciéon en las presiones y las presiones basales, sugiriendo un mejor

desemperio de las secuencias con la inhibicion de estas sinapsis (Figura 20K-L).
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Figura 20. La inhibicion de los axones talamo-corticales (S1) no afectan el inicio o realizacion
de una secuencia de acciones

A) Esquema de la inhibicién.

B y C) protocolo de inhibicion antes de iniciar y al iniciar la secuencia.

D) Fotos representativas de la infeccion (derecha) y un track de una fibra éptica en S1 (izquierda).

E y F) latencia para iniciar de acuerdo a los protocolos en B y C respectivamente.

G) puntas de las fibras de los animales de este experimento.

H e I) Nimero de presiones de acuerdo a los protocolos en B y C respectivamente.

J) Distancia normalizada en el campo abierto ante la inhibicion de las proyecciones talamo-corticales.

Ky L) regresion entre el efecto y las presiones basales para la inhibicién de VPs>S1y VPs>DLS
respectivamente.
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La inhibicién de las sinapsis VPs2>DLS en la primera sesion de entrenamiento no
afecta el inicio / realizacion de secuencias de acciones

Para evaluar la posibilidad de que la modulacion ejercida por la inhibicion de las
sinapsis VP->DLS sobre la ejecucion de la secuencia suceda solo sobre la realizacién de
secuencias de presiones aprendidas o simplemente es un efecto motor y esta sucediendo
en cualquier momento independientemente de una secuencia aprendida decidimos correr
un grupo de animales a los que les inhibimos las sinapsis VPs—>DLS en el primer dia de
entrenamiento a realizar secuencias de acciones (Figura 21). En este experimento no se
observé modulacién sobre la realizacion de las secuencias sugiriendo que se necesita
haber aprendido las secuencias para que el circuito VPs—DLS modifiqgue el nimero de

acciones del animal.
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Figura 21. La inhibicion de los axones VPs->DLS temprano en el aprendizaje de secuencias
de acciones, no modifica el nUmero de acciones de una secuencia de acciones.

A) Esquema del disefio de este experimento.

B) Esquema de la inhibicion.

C) Protocolo de inhibicion en la ejecucion.

D) Ubicacién de las fibras 6pticas de los animales de este experimento.

E) Numero de presiones que realiza el animal por secuencia en periodos de luz y no luz, en el box-
plot se muestra el cociente del dia de inhibicion normalizado a un dia sin manipulacion.
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La inhibicion de las sinapsis PFs>DLS o VPs>DLS no modifica el desplazamiento
horizontal de los animales en la prueba de campo abierto

Debido a las técnicas empleadas y los circuitos manipulados era necesario saber si
la inhibicién de las vias tAlamo-estriatales modificaban el desplazamiento de los animales.
Para ello, se llevé a cabo la inhibicién de las fibras talamo-estriatales para ambos circuitos
(PFs=>DMS y VPs>DLS) en la prueba de campo abierto encontrando que la inhibicion de
estas vias no altero el desplazamiento horizontal de los animales (Figura 22). No obstante
la inhibicion de las fibras VPs>S1 si se modificd el desplazamiento horizontal (Mathis et
al.,, 2017). Esto sugiere que las sinapsis talamo->estriatales estudiadas tienen su
modulacion sobre el inicio y realizacion de secuencias de acciones no por efectos motores

generales. A
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Figura 22. La inhibicion de las proyecciones talamo-estriatales no afecta el desplazamiento
horizontal de los animales en la prueba de campo abierto.

A y B) Vista superior y seguimiento de la trayectoria de un animal mientras recibié inhibicion
optogenética.

C y D) Grafico de la distancia normalizada antes y después de la estimulacion con luz para la
proyeccion PFs-DMS y VPs->DLS respectivamente.

E) Comparacion de la distancia normalizada durante los 5 segundos de inhibicién para los diferentes
grupos.
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La eficacia sinaptica en las sinapsis Pf—-DMS se encuentran disminuida en un
modelo de compulsiones - SAPAPS3 (-/-)

Los resultados hasta ahora mostrados sugieren fuertemente una contribucién especifica de
las sinapsis del tadlamo al estriado en condiciones normales al iniciar o realizar una
secuencia de acciones. Dada la Hipotesis de que la generacién de compulsiones pudiese
deberse a una desregulacién en la apropiada iniciacion/realizacién de acciones(Bernardo
Barahona-Correa et al., 2015) y que existen reportes sugiriendo que el talamo podria estar
alterado en sujetos con compulsiones (Smith et al., 2009, 2014). Existen modelos animales
deficientes de proteinas de andamiaje de sinapsis excitatorias que mostraron conductas
repetitivas, estos modelos animales suelen utilizarse para el estudio de compulsiones
(Pappas et al., 2014), un ejemplo de este modelo es el animal deficiente de la proteina
SAPAP3(-/-), este modelo mostr6 presentar alteraciones especificas sobre las sinapsis
excitatorias que llegan al estriado (Wan et al., 2014), por ello nos dimos a la tarea de saber
si las sinapsis talamo->estriatales estan alteradas cuando los sujetos presentan
compulsiones. Para contestar esta pregunta tomamos ventaja de la existencia del modelo
transgénico de compulsiones SAPAP3 (-/-) y caracterizamos la trasmision sinaptica en las
conexiones sinapticas entre el PFs>DMS de estos ratones y un grupo de respectivos
controles [como controles utilizamos a los hermanos de la misma camada SAPAP3 (+/+)].
Decidimos explorar la sinapsis PFs>DMS debido a que estas células son las que mostraron

mayor modulacién durante el inicio y fin de las secuencias de acciones (Figura 12,13y S1).
Para la activacion selectiva de las sinapsis PFs->DMS se siguieron dos estrategias:

A) En la primera se inyect6 en el PF de animales SAPAP3 (-/-) y (+/+) un virus que
expresa ChR2 en neuronas glutaminérgicas (AVV1-CamKII-ChR2-eYFP; Figura 23A). Dos
semanas después de la expresion de ChR2 en los axones PFs>DMS se procedio a
registrar neuronas estriatales en rebanadas coronales, esto con el fin de evocar corrientes
postsinapticas provenientes del PFs sobre las neuronas del estriado. Los resultados de
este experimento muestran que la proyeccion PFs—DMS de animales SAPAP3(-/-) se
encuentra desreguladas presentando corrientes postsinapticas de menor amplitud que los
controles (PF—DMSsapap3y =40+11pA versus PF—DMSwr =89+17pA, n=10 y 9
respectivamente, Prueba U de Mann Whitney p<0.05). También evaluamos si las latencias
para evocar corrientes postsinapticas pudiesen variar entre grupos, pero no fueron

diferentes (Figura 23D). Con la intenciébn de valuar alteraciones presinapticas, otro

51



pardmetro que se evaluo fue la relacion de pulso pareado. La medicién de pulso pareado
(PPR) a varios intervalos (50, 100, 150 y 200 ms) mostraron que los animales SAPAP(-/-)
presentan una mayor depresion de corto plazo (PPRioomssapap3-) =0.34£0.06 versus
PPRioomswt =0.62+0.07 'y PPR20omssapap3-) =0.60£0.06 versus PPR2oomswt =0.92+0.08
p<0.05 n=6 y n=9 mudltiple t test con correccion de p correccién usando el método Holm-
Sidak) (Figura 23E-F).

B) En una segunda estrategia para medir la conectividad entre el PFs>DMS en los
animales SAPAP se realiz6 un experimento mas especifico para marcar las sinapsis
PFs—>DLS. En esta ocasion se inyectaron un virus para expresar la Cre recombinasa de
manera retrograda desde el DMS virus y se inyecté un segundo virus en el PF que expresa
ChR2 en una manera Cre-dependiente, de este modo la segunda inyeccion solo marcaria
células que tomaron el Cre desde el DMS y que por tanto son tadlamo-estriatales. Los
resultados de este experimento a la fecha tienen una n preliminar, pero ya muestran la
misma tendencia de los datos previamente mencionados (comparar Figura 23). Las
sinapsis PFs>DMS de los animales SAPAP3 (-/-) muestran una disminucién en la eficacia
singptica respecto de sus controles (PF—DMSsapaps) =54+7.1pA versus PF—DMSwr
=95+9pA, n=10 ensayos por célula provenientes de 6 y 5 células respectivamente, Prueba
U de Mann Whitney p<0.05).
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Figura 23. Foto-estimulacion de fibras talamo-estriatales en animales Sapap3 Knockout. (Pagina
anterior)

A) Esquema del experimento expresando Chr2 en neuronas del PF por medio de CaMKiII

B) Ejemplo de dos células registradas en el DMS en fijacién de voltaje que exhiben corrientes postsinapticas
excitatorias (EPSC) en color rojo se muestra los animales que carecen de la proteina Sapap3 y en azul los
animales control.

C) Grafico de los EPSC en animales control y animales carentes de la proteina.

D) Latencias de respuesta a la foto-estimulacion.

E) ejemplos de EPSC con estimulacion en diferentes intervalos.

F) Gréfico de Pulsos pareados normalizados (PPR) en diferentes intervalos.

G) Esquema del experimento expresando Chr2 en neuronas del PF por medio de inyeccion de Cre de manera
retrograda desde el estriado y luego ChR2 Cre dependiente en el PF.

H-1) Similar a C y F, pero con la estrategia en G

Por ultimo, también evaluamos la probabilidad de encontrar conexion ya que
sabemos en de manera normal es muy alta (Figura 9). Esta medicion muestra que existe
una menor probabilidad de encontrar sinapsis funcionales en el circuito PF>DMS en
animales compulsivos (SAPAP3 (-/-) =51% versus SAPAP (+/+) =82% n=31y n=17 células
x2Figura 24).
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Figura 24. Probabilidad de encontrar conexion funcional en la conexion PF>DMS en animales
SAPAP.

A) Proporcién de células que mostraron EPSC en la poblacién de los animales SAPAP3 (-/-) y sus
respectivos controles SAPAP3 (+/+), en color purpura se muestran neuronas de proyeccioén, en
color azul interneuronas y en color blanco neuronas que no se logro clasificar.

B) Ejemplo de 2 células registradas en fijacion de corriente en color purpura se muestra una neurona
de proyeccion y en color azul se muestra a una interneurona.
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Discusion

Los resultados de este trabajo, abordan el estudio de la proyeccion talamo-estriatal
y su contribucién al inicio y ejecucidn de secuencias de movimientos. Primero, identificamos
proyecciones preferentes del tdlamo hacia el estriado dorsal (Figuras 5-9). Segundo,
identificamos que las neuronas talamo-estriatales presentan actividad correlacionada con
el inicio y ejecucién de secuencias de movimientos (Figuras 11-14). Tercero, identificamos
que la inhibicion transitoria de las proyecciones durante en el inicio y ejecucion de
secuencias de movimientos afecta la iniciacion y en el caso particular de las sinapsis
VPs>DLS afecto la ejecucion (Figuras 17 y 18). Finalmente, en las sinapsis
talamo—>estriatales estan afectadas en un modelo animal de compulsiones (Figuras 23 y
24).

Proyecciones preferentes del tdlamo hacia el estriado dorsal

La proyeccion tadlamo-estriatal ha sido objeto de estudios desde roedores hasta
primates (Elena Erro et al., 2002; Hunnicutt et al., 2016; Nanda et al., 2009; Pan et al., 2010;
Sadikot and Rymar, 2009; Wall et al., 2013). Aunque ya existian reportes sugiriendo que la
proyeccion del tAlamo hacia el estriado puede ser especificas hacia sus compartimentos
(Berendse and Groenewegen, 1990; Elena Erro et al., 2002; Hunnicutt et al., 2016). En el
presente trabajo realizamos una cuantificacion de células marcadas retrogradamente y
axones talamo->estriatales marcados anterogradamente corroborando que la regién PFs
proyecta preferentemente al estriado dorso medial (Bradfield and Balleine, 2017; Choi et
al., 2018; Thorn and Graybiel, 2010) y mostramos por primera vez que los nucleos ventrales

del tAlamo inervan preferentemente al estriado dorsolateral.

Dentro de los experimentos de marcaje retrogrado nuestras imagenes preliminares
mostraron poblaciones de células marcadas en el PF en funcion del compartimento
postsinaptico, DLS vs. DMS (Figura 7), idea que previamente habia sido resaltada por
Elena Erro et al., (2002). Es ta idea fue claramente corroborada en un estudio reciente en
el que se caracteriz6 a tres poblaciones de neuronas PF->Estriado, neuronas del PF que
preferentemente inervan al estriado dorsomedial, dorsolateral y medial (Mandelbaum et al.,
2019).
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Como la presencia de marca anatémica de las proyecciones tadlamo->estriatales no
significaba que esta conexion fuese funcional realizamos una comparacion de las corrientes
postsinapticas evocadas en células del estriado dorsal por estimulacién de los axones
provenientes del talamo (Figura 9) corroborando nuestros propios datos de anatomia,
sugiriendo que las regiones PFs y VPs inervan preferentemente a los compartimentos
dorsomedial y dorsolateral del estriado. En un esfuerzo por que la conectividad reforzada
no fuese producto de interacciones poli-sinapaticas realizamos nuestros registros
resultados de corrientes postsinapticas en presencia de TTX y 4AP, una metodologia que
se utiliza para argumentar la conexion monosinaptica (Petreanu et al., 2009), en este caso

entre las sinapsis del tAlamo y del estriado.

Actualmente se sugiere que las proyecciones talamicas al estriado presentan
especificidad hacia un tipo celular. En el estriado existen dos tipos de neuronas de
proyeccion y un numero grande de interneuronas (Tepper et al., 2010). Hasta el momento
los reportes acerca de si la proyeccion del PFs es especifica hacia un tipo neuronal no es
clara, aunque diversos estudios muestran que esta inervacion sucede sobre neuronas de
proyeccion y sobre interneuronas (Arias-Garcia et al., 2018; Ellender et al., 2013; Wallace
et al., 2017). Con respecto a los estudios que reportan que los PFs tienen una proyeccion
preferencial hacia las interneuronas colinérgicas (Bradfield and Balleine, 2017; Ding et al.,
2010; Guo et al., 2015; Matsumoto et al., 2001; Yamanaka et al., 2018), de nuestros solo
observamos una tendencia de una mayor probabilidad de conexion de las sinapsis del PF
sobre interneuronas en el DLS (Figura 9). Actualmente existe una Hipoétesis en la cual se
plantea que la informacion llega a varios tipos de interneuronas y juega un rol importante

en cdmo se procesa dicha la informacion (Assous et al., 2017).

Con respecto a la proyeccion de los VPs al estriado, ya existian reportes de esta
region dejando colaterales dentro del estriado (Elena Erro et al., 2002; Hunnicutt et al.,
2016) (Figuras 6-8). Canbnicamente se reconoce a la regién VPs como una estructura
primaria del talamo, procesa informacion sensoriomotora y proyecta principalmente hacia
la corteza somatosensorial (Hunnicutt et al., 2014). Este trabajo significa la primera
demostracion de la conexion monosinaptica que los VPs dejan en el estriado [esto gracias
a que la estimulacion de axones conteniendo ChR2 se hizo en presencia de TTX y 4AP;
(Petreanu et al., 2009)], y aun que no encontramos diferencias en su inervacion a neuronas
de proyeccion versus interneuronas, esta posibilidad debe ser abarcada en estudios

posteriores.
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Las neuronas talamo-estriatales presentan actividad correlacionada con el inicio y
ejecucion de secuencias de movimientos

Después de encontrar proyecciones preferentes del talamo al estriado, identificamos
la actividad de neuronas taldmicas (Figura 11) y de neuronas tdlamo->estriatales, con
ayuda de la foto-identificacién antidromica (Figura 13)(Lima et al., 2009). Previamente
existian reportes mostrando que las neuronas del PF responden a estimulos visuales o
tactiles, y que pueden modularse durante la demanda de atencion y son dependientes del
estado del animal (Kimura et al., 2004; Matsumoto et al., 2001; Minamimoto et al., 2005).
Dado que en el paradigma empleado en este estudio no se presenté ningun estimulo
explicito para realizar la secuencias, esto enfatiza nuestros hallazgos respecto a que las
neuronas del PFs presentan un incremento justo antes del inicio de una secuencia de
palanqueos, cuando estas secuencias son autoiniciadas (Figura 11); cabe mencionar que
existe la posibilidad de que el incremento observado pueda ser debido al movimiento del
ratén (lo cual se discutirA mas adelante). Interesantemente, también observamos que
algunas de las neuronas tdlamo-estriatales mostraron tener una correlacién con la latencia
para iniciar la secuencia (Figura 14A-D) o la realizacion de la misma (Figura 14E-H). La
region PFs procesa estimulos multisensoriales (Matsumoto et al., 2001) y la regién VPs
estimulos vibro tactiles (Vazquez et al., 2013). De hecho, recientemente se publicé un
articulo que también report6 que la manipulacion del VPL al DLS madifica la ejecucion de
una secuencia de movimientos aprendidos ademas de mencionar que existe una
somatotopia sensorial en el estriado activados por estos nucleos del talamo (Hidalgo-
balbuena et al.2019). Nuestra especulacion supone que el estriado se provee de
informacion sensorial proveniente del talamo que puede permitir el adecuado inicio y
ejecucion de secuencias de acciones, pero habria que dilucidar porque esta
retroalimentacion parece ser especifica en la realizacion de secuencias aprendidas (Figura
21).
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La inhibicién transitoria de las proyecciones talamo->estriatales afecta la iniciacion
y en el caso particular de las sinapsis VPs>DLS afecta la realizacion

La validacion de la técnica de inhibicion de axones en un sitio blanco sin afectar
axones de paso se abordé por medio de la evaluacion de registros en S1 mientras se inhibia
en el estriado (Figura 16), y al correr experimentos conductuales de inhibicion en S1
(Figura 20). De estos resultados podemos concluir que los efectos de inhibicién son
especificos del sitio blanco basandonos ademas de nuestros propios resultados en articulos
previos haciendo esta misma pregunta (Otchy et al., 2015), y en el hecho de que
especificamente Arch parece tener un mecanismo de accion a través de modular el pH
localmente y no necesariamente a través de la hiperpolarizacién de axones (El-Gaby et al.,
2016) . Por otro lado, la recién evidenciada posibilidad de que el calor debido a la intensidad
de luz utilizada pueda per se generar inhibicion se refuta ya que no pudimos documentar
esto en nuestros experimentos, ni al registran en un animal que so6lo expreso la proteina

reportera eYFP (Figura 16) ni al evaluar un efecto de desplazamiento neto (Figura 22).

La inhibicién de los axones talamo-estriatales con la proteina Arch3.0, mostré que
ambos circuitos retrasan el inicio de la secuencia (Figura 17). Sugiriendo que en parte la
actividad observada en el estriado mientras los animales inician/realizan secuencias de
palanqueo (Jin et al., 2014) y el hecho de que la inhibicién estriatal afecte la iniciacion
ejecucion de estas mismas secuencias (Tecuapetla et al., 2016) pueda deberse a la
excitacion que proveen las sinapsis tdlamo->estriatales al estriado. EI mecanismo por el
cual se da el retraso del inicio puede ser debido a una baja en tasa de disparo en las
neuronas espinosas medianas (Figura 16). Nuestros resultados mostraron que la inhibicion
de las fibras talamo-estriatales no muestran un cambio en el desplazamiento horizontal
(Figura 22), sugiriendo gque el efecto observado en el retraso durante el inicio no es motor.
Especulamos que el “feedback” que el talamo provee se establece mientras se aprende la
realizacion de secuencias (Figura 21), quizds implicando cambios plasticos en el peso

sinaptico de las sinapsis tdlamo->estriatales.

La inhibicién del circuito VPs—DLS modificé la ejecucion de una secuencia de
acciones (Figura 18). Existen reportes que sugieren que es principalmente el
compartimento DLS es indispensable la para la ejecucion de secuencias seriales (Yin,

2010) (Geddes et al., 2018; Tecuapetla et al., 2016), sin embargo apenas se empieza a
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dilucidar si son sinapsis especificas las que son requeridas. Una posibilidad era que la
desestabilizacion de cualquier entrada al DLS afectaria la realizacién de secuencias sin
embargo la inhibicién del circuito del PF—DLS, no mostr6 afectar la realizacion de
secuencias (Figura 19), sugiriendo que el sistema necesita una entrada especifica
(sensorial primaria en este caso), para ejecutar de manera adecuada la secuencia. Dado
gue en los registros de campo cuando se inhibié a las sinapsis VPs>DLS se observé una
menor modulacion (Figura 16) y observamos una mayor proporcion de interneuronas
registradas en el DLS (Figura 9), suponemos un mecanismo a través de interneuronas que
podrian estar modulando la actividad estriatal, mecanismo que aun tendria que ser
dilucidado.
Las sinapsis tadlamo->estriatales estan afectadas en un modelo animal de
compulsiones

En este trabajo mostramos que las sinapsis PF>DMS contribuyen al apropiado
inicio de secuencias de acciones (Figura 21). Sabiendo que en patologias como la
enfermedad de Parkinson el inicio de acciones voluntarias se ve afectado (Redgrave et al.,
2010) y que de hecho la inhibicién del circuito PF—estriado disminuye los sintomas por la
lesion de dopaminérgica (Parker et al., 2016), especulamos que en la generacién de
compulsiones el circuito tdlamo->estriado también pueda estar alterado (Bernardo

Barahona-Correa et al., 2015).

Para aclarar esta especulacion, y dado que los experimentos que han abordado esta
pregunta no son contundentes (Wan et al., 2014), preguntamos si las sinapsis PF>DMS
estaban afectadas en un modelo genético del trastorno obsesivo compulsivo [TOC; modelo
SAPAP3(-/-) (Welch et al., 2007)]. La evaluacién de esta sinapsis mostré que, en animales
compulsivos, respecto de sus controles, se observé una menor entrada sinaptica por parte
del PF al DMS (Figura 23). Al comparar nuestros experimento con la literatura previa, se
diferencian en que nosotros si encontramos afectada la sinapsis talamo—->estriatal y otros
no (Wan et al., 2014). Esto se podria explicar debido a diferencias metodologicas, nosotros
a diferencia de trabajos previos utilizamos el marcaje y activacion selectivo de sinapsis
talamo-estriatales mientras que previamente se hizo de manera eléctrica lo cual podria
activar poblaciones heterogéneas de fibras (Wan et al., 2014). No obstante, el hecho de
activar terminales presinapticas por la expresion de ChR2 podria generar complicaciones,
nos permite enfatizar que las sinapsis PF>DMS presenta una disminucion en conectividad

en animales compulsivos.
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Conclusiones

» La conectividad de los nucleos talamicos de la region PFs y VPs presentan una
inervacion preferencial al estriado, los primeros al DMS vy los ultimos al DLS.

» La actividad de las neuronas talamo-estriatales registradas en los PFs o VPs
correlaciona con el inicio y ejecucion de secuencias de movimientos.

» La inhibicion optogenética de las vias talamo-estriatales (PFs>DMS y VPs>DLS)
retrasa el inicio de una secuencia.

» Lainhibicion de la via VPs—>DLS afecto la realizacion de una secuencia de acciones,
incrementando el nUmero de acciones.

» El circuito PF-DMS se encuentra regulado a la baja en animales de un modelo

genético de compulsiones.

El presente trabajo muestra es un primer acercamiento al estudio de la proyeccion talamo-
estriatal y su participacion en la realizacion de secuencias, mostrando que las sinapsis
PF->DMSy VPs->DLS son requeridas para la iniciacion y de manera especifica las sinapsis

VPs—DLS son requeridas para la apropiada ejecucion de una secuencia.
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SUMMARY

One of the main inputs driving striatal activity is
the thalamostriatal projection. While the hypothesis
postulating that the different thalamostriatal projec-
tions contribute differentially to shape the functions
of the striatum is largely accepted, existing technical
limitations have hampered efforts to prove it. Here,
through the use of electrophysiological recordings
of antidromically photo-identified thalamostriatal
neurons and the optogenetic inhibition of thalamos-
triatal terminals, we identify that the thalamostriatal
projections from the parafascicular and the ventro-
posterior regions of the thalamus contribute to the
smooth initiation and the appropriate execution of a
sequence of movements. Our results support a
model in which both thalamostriatal projections
have specific contributions to the initiation and
execution of sequences, highlighting the specific
contribution of the ventroposterior thalamostriatal
connection for the repetition of actions.

INTRODUCTION

Achieving the proper initiation and execution of movement se-
quences is necessary for the survival of organisms. The basal
ganglia-thalamocortical loops have been shown to be essential
for the initiation of movement (Romo and Schultz, 1992) or the
smooth initiation and execution of sequences of movements
(Haber et al., 2012; Jin et al., 2014; Tecuapetla et al., 2016). Two
main glutamatergic inputs to the striatum, the largest nucleus of
the basal ganglia, have been proposed to drive the striatal activity
for the initiation and execution of actions: the corticostriatal and
the thalamostriatal inputs (Wilson, 1989). While a vast amount of
research has documented the contribution of the corticostriatal
projections (Hikosaka et al., 1999; Kupferschmidt et al., 2017;
Rothwell et al., 2015; Zheng and Wilson, 2002), the thalamostriatal
projection has received less attention, with functional studies
mainly focusing on the thalamo — ventral striatal projection (Chris-
toffel et al., 2015; Do-Monte et al., 2017; Matsumoto et al., 2001;

Zhu et al., 2016) and few studies documenting the necessity of
the thalamo— dorsal striatal projections to perform appropriate
movements or actions (Bradfield et al., 2013; Parker et al.,
2016). Recently, the notion that the motor cortex (Kawai et al.,
2015) or the corticostriatal terminals (Kupferschmidt et al., 2017)
act as the main driver for the striatal activity to allow the perfor-
mance of a sequence has been challenged (Kawai et al., 2015).
This has opened the question of whether the thalamostriatal pro-
jection may be more relevant than previously thought in driving the
dorsal striatum activity necessary to perform a sequence of ac-
tions or a learned motor skill (Jin et al., 2014; Rueda-Orozco and
Robbe, 2015). The dorsal striatum in rodent contains the dorso-
medial (DMS) and the dorsolateral striatal (DLS) compartments,
which are recognized as part of the cortico-basal ganglia associa-
tive and sensorimotor loops (Yin and Knowlton, 2006). Since the
dorsal striatal activity has been shown to be necessary for the initi-
ation and execution of learned sequences of actions (Tecuapetla
et al., 2016), and it has been proposed that specific nuclei of the
thalamus project to distinct areas of the striatum (Hunnicutt
et al., 2016; Pan et al., 2010; Yamanaka et al., 2017) with specific
contributions to the performance of learned actions (Ito and Doya,
2015; Yin and Knowlton, 2006), the general hypothesis of this
study is that different thalamostriatal projections have differential
contributions to the different phases of a sequence of movements
(the initiation versus the execution), with neurons of the parafas-
cicular complex contributing mainly to the initiation and thala-
mostriatal neurons from the sensorimotor thalamostriatal loops
contributing preferentially to the execution.

To evaluate this hypothesis, we implemented electrophysio-
logical recordings of thalamostriatal neurons and performed
the optogenetic inhibition of the thalamostriatal terminals while
animals initiated or executed a sequence of movements. The
findings presented here support a model in which the thalamos-
triatal projections from the parafascicular and the ventroposte-
rior region of the thalamus both contribute to the initiation, but
only the latter contributes to the execution of learned sequences
of movements.

RESULTS

To identify the thalamostriatal contribution to the initiation and
execution of a sequence of movements, we conducted three
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general experiments. First, we identified regions of the thalamus
containing neurons innervating the dorsal striatum compart-
ments (dorsomedial versus dorsolateral); second, we recorded
the activity of thalamic and photo-identified thalamostriatal neu-
rons while animals initiated and executed a sequence of move-
ments; and third, we optogenetically inhibited the thalamostriatal
terminals either before the initiation or during the execution of a
sequence of movements.

The Parafascicular and the Ventroposterior Regions of
the Thalamus Innervate the Dorsomedial and the
Dorsolateral Striatum

Since one of the main goals of this study was to identify
whether the thalamostriatal neurons showed activity related
to the initiation/execution of a sequence of movements, we
aimed to identify thalamic regions that innervate the dorsal
striatum compartments (DMS versus DLS). To this purpose,
we expressed eYFP in thalamic neurons and their striatal
axonal projections (Figure 1). To achieve the specific expres-
sion of eYFP in thalamic neurons, we used a mouse line previ-
ously reported to express Cre recombinase upon the presence
of the vesicular glutamate transporter type 2 (VGIuT2Cre mice),
a molecular marker identified to be specific for thalamic neu-
rons (Raju and Smith, 2005; Wu et al., 2015). Using these
mice, we injected an adeno-associated virus (AAV-DIO-eYFP)
that has been modified to express eYFP only in the cells con-
taining the Cre recombinase (Atasoy et al., 2008) into several
thalamic regions, centering our injections on brain coordinates
for the parafascicular (Pf), the centromedial (CM), and the ven-
troposteriomedial (VPM) thalamic nuclei. In accordance to pre-
vious studies (Hunnicutt et al., 2016; Pan et al., 2010; Parker
et al.,, 2016; Smith et al., 2014), we observed that these AAV
injections labeled cells in the parafascicular region (PFs: paraf-
ascicular, posterior, and the centrolateral thalamic nucleus;
Figures 1A1, 1A2, and S1D), the centromedial region (CMs:
centromedial, anterior medial, ventrolateral, paraventricular;
data not shown), and the ventroposterior region (VPs: ventro-
posteromedial, ventromedial, and ventroposterolateral nucleus;
Figures 1B1, 1B2, and S1D), with different patterns of striatal
projections, respectively (Figures 1, panels 3 and 4, and
S1D). Following this screening, we decided to use only AAV in-
jections into the Pf or the VPM to target the PFs or the VPs
thalamic regions in order to minimize the overlap of the regions
of transfected cells (distance between the injections sites Pf
versus the VPM ~1.2 mm, radius of eYFP-expressing cells
from the injection site ~0.5 mm; Figure S1C). Remarkably,
the quantification of the striatal fibers when expressing eYFP
in the PFs showed a small but preferential distribution into
the DMS over the DLS (55.7% and 44.3%, respectively;
Figure 1C, right panels; n = 5 animals; PFs—DLS versus
PFs—DMS, p < 0.05; %2 test; and Figure S1D, upper panel).
The opposite was observed when expressing eYFP into the
VPs of the thalamus (58.8% of the VPs fibers into the DLS
and 41.3% in the DMS; Figure 1C, right panel; n = 5 animals;
DLS versus DMS, p < 0.05, %2 test; Figure S1D, lower panel).
To verify these preferential innervations, we performed retro-
grade labeling of thalamostriatal neurons by injecting retro-
beads into either the DMS or the DLS (Figures 1D-1F). Cell
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counting of the retrogradely labeled cells in the PFs and the
VPs was consistent with the AAV injections. The PFs showed
more cells labeled when injecting retrobeads in the DMS, and
the VPs showed more cells when injecting retrobeads in
the DLS (percentage of cells with retrobeads in the PFs:
PFs—DMS = 78.5%, PFs—DLS = 60.3%; and in the VPs:
VPs—DLS = 39.7%, VPs—DMS = 21.5%, n = 4 animals for
DMS and 5 animals for DLS injections; p < 0.05, %2 test; Fig-
ure 1F, right panels). Importantly, by performing dual retro-
beads injections (two colors) into the same striatum, it was
estimated that only the 12% and 2% of the PFs or VPs cells
project to both the DMS and the DLS, respectively (Figure S2).

Furthermore, to ascertain whether this anatomical evidence
could be translated into functional connectivity, we expressed
the light-sensitive protein channelrhodopsin (ChR2) (Boyden
et al., 2005) in either the PFs or the VPs. Taking advantage of
the fact that ChR2 was expressed along the thalamostriatal
axonal innervation, we performed ex vivo whole-cell recordings
of striatal neurons while activating the thalamostriatal terminals
in the striatum (Figures 1G-1J). In these experiments, we guar-
anteed the recording of monosynaptic thalamostriatal connec-
tions by recording in the presence of 4-AP+TTX (Petreanu
et al., 2009) and accounted for the variability of ChR2 expression
by performing pairs of recordings per slice (one in the DMS and
one in DLS per slice). Through these experiments, we observed
that the activation by blue light (1 ms) of the thalamostriatal ter-
minals from either the PFs or the VPs onto cells of the striatal
compartments also reflected a preferential innervation of the
PFs onto the DMS and the VPs onto the DLS, as evidenced by
the amplitude of the excitatory postsynaptic currents evoked
(Pf—DMS 175 + 12 pA versus Pf—DLS 84 + 8; VPs—DMS
26 + 3 versus VPs—DLS 100 + 11, p < 0.05, Mann-Whitney
U test; paired comparison per site of transfection, p < 0.05, Wil-
coxon test, Figures 1G and 1H; Table S1). This preference was
consistent with the times a connection was detected (Figure 11).
Figure 1J shows an AMPA antagonist applied through bath
perfusion (CNQX [10 uMy]), in either the presence or the absence
of 4-AP+TTX (n = 4, n = 8, respectively), that abolished the excit-
atory postsynaptic currents (EPSCs) (p < 0.05, Wilcoxon test).
Importantly, in most of these cells, we identified them as spiny
projection neurons versus putative interneurons (Figures S1E
and S1F).

As a summary from this first set of experiments, it was
concluded that the PFs and the VPs present a preferential
anatomical and functional innervation for the DMS and DLS,
respectively. This allowed us to select the PFs and the VPs as
regions of interest to answer whether the thalamostriatal projec-
tions contribute to the initiation and execution of a sequence of
movements.

Mice Self-Initiate and -Execute Sequences of Lever
Presses

To investigate in vivo the contribution of the thalamostriatal
neurons to the shaping of sequences of movements, we trained
mice to develop sequences of lever presses (Figure 2) (Jin and
Costa, 2010; Tecuapetla et al., 2016). In short, mice were
trained on a self-paced operant task until they pressed a lever
in bouts or sequences of more than one press. After 1 day of
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Figure 1. The Parafascicular and Ventroposterior Regions of the Thalamus Differentially Innervate the Dorsal Striatum

(A) (1) Diagram of AAV viral injection into the parafascicular (PFs) region to express eYFP depicting the anterograde thalamo — striatal projections. (2) Coronal
confocal image of VGIuT2 Cre animal treated to express eYFP into the PFs of the thalamus. (3) Confocal image from the dorsal striatum of the injection in 2. (4)
Magnifications of the yellow squares from 3.

(B) Similar to (A) for ventroposterior (VPs) thalamostriatal projections. See also Figure S1.

(C) Left: thalamic fibers quantification as a percentage from samples obtained as in (A) and (B). Data represented as mean + SEM. *p < 0.05, Mann Whitney U test
(n = 5). Right: cherry color, comparative proportion of fibers of the PFs versus the VPs as the percentage of the total number of fibers. *p < 0.05, %2 test.

(D) Top diagram: representation of the retrobeads injection into the dorsomedial striatum to retrogradely label thalamo — striatal neurons. Bottom left: coronal
confocal image from a C57BL/6J mouse injected with retrobeads into the dorsomedial striatum (DMS). Bottom right: retrogradely labeled cells into the PFs. Scale
bar: 500 um.

(E) Similar to (A) for a dorsolateral striatum injection. The bottom right panel shows retrogradely labeled cells into VPs of the thalamus.

(F) Left: retrogradely thalamic cell quantifications obtained from samples as in (D) and (E) as the percentage from DMS and DLS injections. Data represented as
mean + SEM. *p < 0.05, Mann Whitney U test (n = 4 and 5 animals for DMS and DLS injections). Right: dark green, relative proportion of DMS versus DLS
percentage of total number of cells labeled in the thalamus, *p < 0.05, 2 test. See also Figure S2.

(G) Diagrams representing the AVV injection into the PFs or the VPs region of the thalamus to express channelrhodopsin (ChR2) along their striatal projections.
After allowing for ChR2 expression (see Table S1 and Figure S1), whole-cell recordings were performed in pairs in the DMS and the DLS of the same striatum
per slice.

(H) Top: representative EPSCs recorded in pairs (one cell in DMS and one cell in DLS per slice). Bottom: EPSCs amplitudes recorded from striatal neurons
evoked by light stimulation of thalamostriatal terminals in the striatum. Note that the recordings were performed in pairs per slice. Orange lateral symbols are
mean + SEM. *p < 0.05, Mann Whitney U test; n = 13 PFs cells and 8 VPs cells, paired comparison, #p < 0.05, Wilcoxon test.

(I) Percentage of times that a connection (EPSC) was detected depending on the thalamic AAV injection site and the striatal compartment recorded.

(J) Left: peak amplitude of EPSCs evoked by light stimulation of thalamo — striatal terminals from the PFs — DMS (black) or the VPs — DLS (red). Dashed lines are
from experiments in the presence of 4-AP+TTX. Solid lines are experiments that were in the absence of 4-AP+TTX. Right: a representative example from the
EPSCs recorded in one cell. Blue dot, light stimulation, 1 ms.

magazine training and 3 days of continuous reinforcement, an- 8 presses do not have to be continuous). Following this training,
imals were trained for 11 days in a fixed ratio 8 schedule (FR8; animals gradually organized their presses in self-paced se-
Figure 2A), where a drop of sucrose (10%) as reinforcer was quences or bouts of presses (Figures 2C and 2D, filled sym-
dispensed every 8 presses (Figures 2B and 2C; note that the bols) and decreased the proportion of single lever presses
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Figure 2. Training Mice to Self-Initiate and
-Execute Sequences of Lever Presses

(A) Training protocol. CRF, continuous reinforce-
ment; FR8, fix ratio 8; test day, electrophysiological
recording or optogenetic session.

(B) Representation of the experimental setup
showing a diagram of the operant box and the
position of an infrared beam in the path from the
reward magazine to the lever.

=@- PFs-Arch3.0

== C57BL/6J
=0= PFs-Arch3.0

(C) A representative example of the behavioral
timestamps from one C57BL/6J mouse during the
11" day in FR8. The timestamps are aligned to the
first press in each sequence. Only presses in
sequence (>2 without magazine checking) are
depicted.

(D) The proportion of presses as sequences of
presses (filled symbols) or as individual presses
(empty symbols) during training for a group of
C57BL/6J mice and the cohorts of Cre animals used
in the study. n = 6 animals per group. Data repre-

sented as mean + SEM.

(E) Mean latency for C57BL/6J mice between
crossing the infrared beam and the first lever press
of a sequence as training progressed. n = 6 animals
per group. Data represented as mean + SEM. No
difference between the Arch3.0 groups and their
corresponding controls (€YFP) was observed along
training; the difference in the latency between the
PFs-Arch3.0 and the C57BL/6J group disappeared
with training.
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(Figure 2D, empty symbols). The percentage of lever presses in
sequences per session (where a sequence is defined as a bout
with >2 lever presses) became stable after 6 days of training in
the FR8 schedule (sessions 4-11; p > 0.05, both for C57BL6/6J
and the cohort of Cre animals, n = 6 animals per group; Krus-
kal-Wallis test; Figure 2D, filled symbols). The mean number of
lever presses after 11 sessions in FR8 was 4.2 + 0.4 for the
C57BL6/6J (cohort of Cre animals: PFs—DMSachzo = 3.7 =
0.6; PFs > DMSgyep = 3.3 + 0.2; VPs = DLSarchz0 = 3.7 + 0.3;
VPs — DLSqyrp = 3.5 £ 0.3; 6 animals per group; p > 0.05 Krus-
kal-Wallis test; Figure 2F, left). To measure the latency to start a
sequence of lever presses along training, we took advantage of
the fact that, with training, animals developed not only stereo-
typed sequences of lever pressing but also a preferred path
from the food magazine to the lever press (Figure 2B; Video
S1). We placed an infrared beam in this path and measured
the latency of the animals to start a new sequence of lever
presses (dashed green line in Figure 2B). After 11 days of
training, animals showed a stable latency between crossing
the infrared beam and performing the first lever press of a
self-paced sequence of presses (C57BL6/6J animals = 1.0 =
0.1 s; cohort of Cre animals: Pf—=DMSachzo = 1.2 = 0.2;
Pf>DMSeyvep = 1.1 £ 0.1; VPs—DLSpchzo = 1.2 = 0.1;
VPs—DLSeyrp = 1.3 £ 0.1; 6 animals per group; Figures 2E
and 2F, right; p > 0.05, Kruskal-Wallis test).
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(F) Mean number of presses in sequence and
latency to start a sequence of lever presses for
C57BL/6J mice and the different cohorts of Cre
animals expressing Arch3.0 used in this study. n =6
animals per group. Data represented as mean =+
SEM, n.s., not significant, Kruskal-Wallis test,
p > 0.05.

This training shows that animals developed self-initiation
and -execution of sequences of lever presses, allowing us to
ask whether the thalamostriatal neurons contribute to the initi-
ation and execution of sequences of movements.

Neurons in the Parafascicular and the Ventroposterior
Regions of the Thalamus Show Activity Modulation
during the Initiation and Execution of Sequences of
Lever Presses

Once we established that mice are capable of self initiating
and -executing sequences of lever presses and identified the
PFs and the VPs as regions of the thalamus that contain neurons
projecting preferentially to the DMS and DLS, respectively, we
aimed to determine whether neurons from these regions modu-
late their activity during the initiation and execution of sequences
of movements. To that end, we performed electrophysiological
recordings in the PFs and the VPs regions of animals trained to
self-initiate and -execute sequence of lever presses. Seven ani-
mals were trained as explained in Figure 2A and, after six days in
FR8, were implanted with a movable electrode array (see STAR
Methods; Figure 3A) in the thalamic region of interest (Figure 3B).
After 3 days of recovery, the FR8 training restarted. Following 11
and 12 sessions of FR8, animals were subjected to an electro-
physiological recording session, and the recording of 86 and
122 units in the PFs or the VPs were collected, respectively
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Figure 3. The Parafascicular and the Ventroposterior Thalamus
Activity Is Modulated during the Initiation/Execution of Sequences
of Lever Presses

(A) Left: picture of an animal showing the recording head stage. Right: diagram
representing the electrode array implantation into the thalamus.

(examples of recordings aligned to the first lever press of several
sequences of presses are presented in the Figures 3C and 3D).

Analysis of the recordings in these animals (by ROC curves,
see STAR Methods) showed that neurons in the PFs and the
VPs displayed activity modulation during the initiation and
execution of the sequences of lever presses in both regions (Fig-
ures 3C-3G). During the initiation of sequences, there was a
higher proportion of modulated units in the PFs than in the VPs
(PFinitiation =65% versus VPshitiation = 41 %; p< 0.05; X2 test; Flg—
ure 3G, pie chart 1 versus pie chart 3), while during the execution
of sequences, there were more positively modulated units in the
VPs than the PFs (VPSeyecution (+) = 31% versus PFsgyecution (+) =
23%; pie chart 2 versus 4, p < 0.05, %2 test) (3 and 4 animals
for PFs and VPs, 8 and 6 positions recorded, respectively). Addi-
tionally, to determine whether a recorded unit had a preferential
activation along the sequence, we evaluated whether each of the
units presented a higher modulation before the initiation versus
the execution of the sequence (Figure S3). The PFs presented
a higher proportion of units positively modulated before the initi-
ation of the sequences (PFs = 42% versus VPs = 27%; p < 0.05,
%2 test; Figure S3C); conversely, the VPs presented a higher pro-
portion of units positively modulated during the execution of the
sequence (PFs = 22% versus VPs = 55%; p < 0.05, %2 test; Fig-
ure S3C). Overall, these recordings show that the PFs and the
VPs contain neurons displaying activity modulation during the
initiation and execution of sequences of lever presses.

Activity of Antidromically Photo-ldentified
Thalamostriatal Neurons during the Initiation and
Execution of Sequences of Lever Presses

Although the recordings in the thalamus showed that the PFs
and the VPs regions of the thalamus contain neurons that
modulate their activity during the initiation and execution of the
sequences of lever press, they do not show whether thalamos-
triatal neurons show activity related to the sequences. To
specifically investigate this, we performed antidromic photo-
identification (Lima et al., 2009) of thalamostriatal neurons in vivo
while animals initiated and executed sequences of lever presses.
In a subset of animals, we expressed ChR2 into either the paraf-
ascicular or the ventroposterior region of the thalamus of VgluT2-
Cre animals followed by an electrode array implantation above

(B) Left: photomicrographs of thalamic coronal slices showing the track po-
sition of the cannula conducting the electrode array used to record into
the parafascicular region (PFs; upper left panel) or the ventroposterior region of
the thalamus (VPs; bottom right panel). Right: schematic representation of the
recording sites.

(C and D) Representative peri-event histogram and raster plot of the activity of
two units recorded in the PFs (C) and two in the VPs (D) of the thalamus, aligned
to the first press of a sequence of lever presses.

(E and F) Activity modulation of the units recorded in the PFs (E) or the VPs (F)
region of the thalamus (presented as Z score) aligned to the first press of the
sequence of lever presses.

(G) Proportions of units recruited in the parafascicular or the ventroposterior
regions of the thalamus throughout the initiation and execution of sequences.
The pie charts above show the proportions of positive (orange), negative (blue),
or not modulated units along the initiation (1 s before the first press) or during
the execution (1 s after the first lever press in the sequence), *p < 0.05, %2 test.
See also Figure S3.

Neuron 700, 739-752, November 7, 2018 743

CellPress




CellPress

the expression site. In these animals, we took advantage of the
fact that ChR2-expressing neurons can be antidromically acti-
vated through light stimulation in their axons (Lima et al., 2009)
and implanted a fiber optic into the DMS or DLS to stimulate
the axons of PFs neurons projecting to the dorsomedial striatum
(PFs — DMS) or the axons of VPs thalamic neurons projecting to
the DLS (VPs— DLS) (Figure 4A). Following this procedure, we
recorded the activity of thalamic units during the initiation and
execution of sequences of lever presses, and immediately after
the recording session, we assessed whether the recorded units
responded antidromically to pulses of blue light delivered into
the striatum (Figure 4B). To classify a unit as thalamostriatal,
we considered latencies of <8 ms (Vandermaelen and Kitali,
1980) (mean PFs—=DMS = 5.4 + 0.3 ms; VPs—=DMS =54 +
0.5 ms; Figure 4B, bottom right panels) and waveform correla-
tions of >0.9 (behavioral session versus antidromic light stimula-
tion) (Figure 4B, right upper panels). Using these criteria, we
identified that 34% of the units (30 out of 86) recorded in the
PFs and 12% (15 out of 122) recorded in the VPs were respon-
sive to the antidromic striatal stimulation (Figures 4E and 4F).
Although a smaller number of neurons in the VP versus the
PFs were antidromically photo-identified, a larger proportion
of VPs—DLS units were modulated both during the initiation
and the execution of sequences (PFs— DMSiitation = 51% of
units versus VPs—DLSitation = 88% p < 0.05; %2 test;
PFs — DMSgyecution = 24% versus VPs— DLSguecution = 58%,
p < 0.05; %2 test; Figures 4E-4G). Remarkably, when we exam-
ined whether the antidromically identified units were preferen-
tially modulated during the initiation versus the execution or
the end of the sequences of presses, we observed that
the PFs contained a bigger proportion of units modulated
during the initiation, while more units in the VPs were modulated
during the execution (PFs—DMSistiaton = 43% versus
VPs — DLS;hitiation = 33% of the units; PFs— DMSgyxecution =
13% versus VPs — DLSgyeoution = 20%; p < 0.05, %2 test; Fig-
ure S4G). These results show that the thalamostriatal neurons
from the PFs and the VPs are differentially modulated during
the initiation and execution of sequences of movements.

Next, to investigate the relationship between the activity of the
thalamostriatal neurons recorded and the parameters measured
during the initiation and execution of sequences (latency to start
a sequence and the number of presses in the sequence), we per-
formed linear regressions between the activity of these units and
these parameters (Figure 5). A summary of the proportion of units
with a significant regression between their activity and the
different parameters measured is presented in the Tables S2
and S83. Remarkably, the quantification of the proportion of units
presenting either positive or negative regressions between the
latency to start the sequences and the activity showed more
units positively and negatively modulated in the PFs than in the
VPs before the start of the sequence (Figure 5D, pie charts on
the left; p < 0.05, 2 test). Conversely, the regression between
the activity and the number of lever presses showed that the
VPs contained more cells showing positive regression during
the execution (Figure 5H, pie charts on the right; p < 0.05, 2
test). A similar quantification of the regression between the num-
ber of presses in the sequence and the activity aligned to the end
of the sequence did not reach differences (Figure S4D). None-
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theless, when we compared per unit the activity along time, con-
trasting the initiation versus the execution versus the end of the
sequences, it was evident that the VPs — DLS units presented a
higher level of activity during the end of the sequence (Figures
S4E and S4F).

In summary, the analysis of the activity from the antidromically
photo-identified thalamostriatal units showed that the activity of
the PFs —» DMS and VPs — DLS neurons is modulated during either
the initiation or the execution of sequences. The regression anal-
ysis between the activity and the initiation (latency), or the activity
and the execution (number of presses), revealed that the
PFs— DMS contained more units correlated with the latency to
initiate a sequence while the VPs contained more units related to
the execution of presses (PF — DMS tency-related units = 22% versus
VPs— DI—SIatency»reIated units = 0%; PFs — DMSpress—reIated units = 7%
VPs —DLS press-related units = 33%; p < 0.05 X2; Figure 5I).

Optogenetic Inhibition of the Thalamostriatal
Projections before Sequence Initiation Delays the
Initiation of Learned Sequences

Up to here, we have shown that the thalamostriatal cells display
activity modulations related to the initiation and execution of se-
quences movements. However, we have not tested whether the
activity of the thalamic neurons in the PFs or VPs contributes to
the initiation/execution of actions. To address this, we performed
optogenetic inhibitions of thalamic neurons during either the initi-
ation or the execution of sequences of lever presses. The results
from these inhibitions are presented in Figure S5 and confirm
that the direct inhibition of the thalamic neurons in the PFs and
VPs regions performed before the initiation of the sequence de-
lays the initiation and affects the execution of sequences (Fig-
ures S5B-S5J). However, since the direct inhibition of the cell
bodies of the thalamic neurons affects the somas interfering
with their output to the striatum but also to other brain areas,
we asked whether the thalamostriatal projections were specif-
ically necessary for the smooth initiation and execution of
sequences, which required optogenetic inhibition of the thala-
mostriatal terminals while animals initiated and executed se-
quences. Although the feasibility of the optogenetic inhibition
of neuronal terminals using Arch3.0 has been documented
(Do-Monte et al., 2017; El-Gaby et al., 2016; Parker et al,,
2016), even in the thalamostriatal projections (Parker et al.,
2016), we further characterized the optogenetic inhibition of
the thalamostriatal terminal in vivo and ex vivo (Figure S6). First,
we verified in vivo that green light illumination of the thalamostria-
tal terminals expressing Arch3.0 into the striatum decreased the
firing rate of striatal units. For this verification, we expressed
Arch3.0-eYFP in the PFs or the VPs (two animals each) and
implanted an optrode into the DMS or DLS, respectively. This
procedure allowed the examination of the striatal activity while
delivering pulses of green light in vivo. Aligning the striatal activity
to the onset of a 5 s pulse of green light showed unitary activity
(Figures S6A-S6D) and local field potential (LFP) modulation
from the inhibition of both the PFs—DMS and the VPs—DLS
(Figure S6l). Additionally, we tested the same parameter for the
inhibition of Arch3.0 in an animal expressing only eYFP (Figures
S6E, S6F, and S6l). Additionally, we also verified in slice record-
ings that green light illumination of the thalamostriatal terminals
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decreased the probability to evoke postsynaptic spikes (Figures
S6J-S6M). Verifications both in vivo and ex vivo confirmed the
feasibility of using Arch3.0 to perform the optogenetic inhibition

of the thalamostriatal terminals.

Figure 4. The Parafascicular and Ventro-
posterior Thalamostriatal Neurons Are
Modulated during the Initiation/Execution of
Sequences of Lever Presses

(A) Diagram of a sagittal brain slice representing the
viral injection into the thalamic region of interest to
express channelrhodopsin (ChR2) in the cell bodies
and their axonal projections and the fiber optic im-
planted into the striatum to antidromically photo-
activate the thalamostriatal neurons.

(B) Left: raster plot and histogram peri-stimulus
of the activity of a photo-identified thalamo—
striatal unit. Its activity is aligned to a train of light
stimulation (10 Hz; upper blue squares). Top right:
mean waveform from the behavioral session (Wf-
sequence) superimposed to the waveform of the
same unit during the antidromic photo-identification
(Wf-stimulation). PC 1-3, the three first principal
components of the individual traces composing the
two waveforms, presented on the left. Bottom right:
latency of antidromic spikes evoked by the light
stimulation of parafascicular — dorsomedial striatal
cells (PFs - DMS) or ventroposterior — dorsolateral
striatal cells (VPs — DLS) from the striatum.

(C) Raster plot and peri-event histogram of the ac-
tivity of a PFs — DMS unit aligned to the first press in
the sequence of lever press.

(D) Similar to (C) but for a VPs — DLS unit.

(E and F) Activity of the photo-identified PFs — DMS
(E) and VPs— DLS (F) units (presented as Z score)
aligned to the first press in the sequence.

(G) The proportion of units antidromically photo-
identified as PFs— DMS (left) or VPs— DLS (right)
along the initiation and execution of sequences of
presses. The pie charts above represent the
average of 1 s before or after the first lever press in
the sequence *p < 0.05, x2 square test. See also
Figure S4.

Next, we performed the optogenetic
inhibition of the PFs—DMS or the
VPs—DLS terminals in vivo while ani-
mals initiated and executed sequences
of lever presses. For this purpose, we
performed surgery in VgluT2-Cre mice
to bilaterally express the inhibitory opsin
Arch3.0-eYFP (or only the eYFP for con-
trol experiments) into either the PFs or
the VPs region of the thalamus followed
by fiber optic implantation into the DMS
or the DLS, respectively (Figure S7). After
surgery, animals recovered for 3 days
before training was started. Following
11-12 days of training in FR8, animals
were subjected to an optogenetic manip-
ulation test session. During this optoge-
netic test session, trials of inhibition

were randomly intercalated (30% of the trials along the ses-
sion), allowing us to compare the effects of light inhibition of
the thalamostriatal terminals in each animal within the same
session (Figure 6).
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Figure 6. Inhibiting of the Thalamostriatal Projection before the Sequence Is Initiated Delays the Initiation

(A) Top: diagram of a sagittal brain slice representing the viral injection into the thalamic region of interest to express archaerhodopsin 3.0-eYFP in the cell bodies
and their axonal projections and the fiber optic implanted in the striatum to inhibit the thalamostriatal terminal in vivo. The fiber optic implantation is bilateral.
Bottom: experimental setup showing a diagram of the operant box and the position of an infrared beam in the path from the reward magazine to the lever
(red dashed line) used to trigger the optogenetic inhibition of the thalamostriatal terminal before the initiation of the sequence of lever presses. See also Figure S6.
(B and C) Effect on the latency to start a sequence by the optogenetic inhibition of the parafascicular region — dorsomedial striatal terminals (PFs — DMS) (B) or
the ventroposterior region — dorsolateral striatal terminals (VPs— DLS) (C). Paired plots panels: latency to initiate a sequence of lever presses for animals ex-
pressing either Arch3.0-YFP (green) or eYFP (orange); each point is the median latency per animal during trials of optogenetic inhibition (on) versus trials without
optogenetic inhibition (off) from the same session, *p < 0.05, paired plots: Wilcoxon test. Right: to further verify the effect during the optogenetic session, we
calculated the ratio of the optogenetic session (On) against the ratio from the same animals in a previous session without optogenetic inhibition (Off), *p < 0.05,
boxplots, Mann-Whitney U test.

(D and E) Same as in (B) and (C), but, in this case, for the quantification of the number of lever presses per sequence.

(F and G) Same as in (B) and (C), but, in this case, for the quantification of the sequence length (time from the first to the last press per sequence). See also
Figure S7.

To evaluate the contribution of thalamic neurons during the  paired plots Figures 6B and 6C, upper panels; Mann-Whitney
initiation of individual sequences of lever presses, we inhibited U test for the comparison to a previous day: boxplots in
their activity before the first lever press of each bout of presses the same figures; also see Video S2). Intriguingly, only the
(Tecuapetla et al., 2016). We took advantage of the fact that, inhibition of the VPs—DLS terminals before the start of the
with training, animals developed a preferred path from the food  sequence increased the number of presses (VPs — DLSg, 0N =
magazine to the lever press (see Video S1). We placed an 5.4 + 0.5 lever presses versus VPs— DLS0ff = 3.8 £ 0.5,
infrared beam in the path between the magazine and the lever p < 0.05, Wilcoxon test, paired plots Figure 6E; Mann-Whitney
press (dashed red line in Figure 6A, lower panel). The breaking U test for the comparison to a previous day: boxplots in the
of this beam allowed us to trigger the optogenetic inhibition same figure). This increase in the number of presses did not
before the first lever press, ensuring that the thalamostriatal pro-  affect the sequence length (p > 0.05, Figure 6G), implying
jections were inhibited before the first lever press (on average that animals performed more lever presses in the same time.
0.94 + 0.1 s before the first lever press in the sequence) for 5 All effects were compared to VgluT2-Cre animals expressing
s. Following this procedure, we observed that the optogeneticin- only eYFP under the same treatments and data of the
hibition of the PFs — DMS or the VPs — DLS terminals, before the = same animals in a previous session without light stimulation
start of the sequence of lever presses, increased the latency to  (orange paired data and boxplots, Figure 6). Consistently, the
initiate the sequences (PFs —DMSencyon = 2.9 + 0.7 s versus  effects detected were only present when animals expressed
PFs — DMSatency0ff = 0.8 + 0.1; VPS = DLS|gtencyon = 2.7 + 0.5 Arch3.0 and were exposed to the light inhibition of the thalamos-
versus VPs — DLS gencyoff = 0.9 + 0.9, p < 0.05, Wilcoxon test, triatal fibers.
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Importantly, to test the possibility that it is the region of the
striatum itself that is necessary for the observed behavioral ef-
fects rather than the thalamic input specifically, we performed
an additional control. For this control, we inhibited the PFs termi-
nals into the DLS (PFs — DLS; as from the ex vivo recording data,
these connections showed to be stronger than the VPs — DMS
[Pf—DLS 84 + 8 pA; VPs—DMS pA 26 + 3; p < 0.05, Mann-
Whitney U test, Figure 1H]) and compared this to the effects of
inhibiting the VPs — DLS on the initiation and execution of se-
quences. Consistent with the idea that it is the specific thalamic
input that is relevant for proper initiation and execution, the inhi-
bition of the PFs— DLS did not affect either the latency or the
number of presses in the sequences (Figure S8).

The Inhibition of the Thalamic Ventroposterior
Dorsolateral Striatal Projections during the Execution
Increased the Number of Actions inside the Sequence
Only Late in Training

The finding showing that inhibition of the VPs — DLS, but not the
PFs— DMS, terminals increased the number of lever presses
(Figures 6D and 6E), in combination with the results from the re-
cordings of the VPs — DLS neurons showing that a bigger propor-
tion of units in the VPs presented significant regressions between
the activity and the number of lever presses in the sequences
(Figure 4), raised the question of whether the observed increase
in the number of presses was specific to the inhibition of the
VPs—DLS terminal before the initiation. Hence, to evaluate
whether intact activity of the thalamostriatal projection was
required during the execution of sequences. We performed a
second optogenetic session in the same animals. As in the previ-
ous experiment, we took advantage of the ability of animals to
self-initiate and -execute sequences while this time performing
the optogenetic inhibition of the thalamostriatal terminals only
during the execution. This was achieved by triggering the light in-
hibition with the first press in the sequence (Figure 7A, bottom).
As result of this last manipulation, we observed that only the inhi-
bition of the VPs — DLS terminals increased the number of lever
press in the sequences (VPS — DLS|gyer-pressON = 5.1 + 0.4 versus
VPs — DLS)eyer-pressOff = 3.2 + 0.3, p < 0.05, Wilcoxon test, paired
plot Figure 7E; Mann-Whitney U test for the comparison to the
previous day: boxplots same figure), without affecting the
sequence length (VPs — DLSgcquence_length®n = 3.9 + 1.5 s versus
VPs — DLSsequence_lengthOff = 2.7 + 0.9, p > 0.05, Wilcoxon test
Figure 7G). This increase in pressing was confirmed to be specific
to the optogenetic inhibition of the VPs — DLS terminals, as we
did not observe it when inhibiting the PFs — DMS terminals (Fig-
ure 7D) or in animals expressing only eYFP (orange color data,
Figure 7E).

Next, to investigate whether the increase in number of actions
inside the sequence as a consequence of the photo-inhibition of
VPs — DLS terminals was specific to learned sequences, we per-
formed another experiment, this time inhibiting the VPs —DLS
terminal early in training (matching the expression of Arch3.0 to
be comparable to the inhibition late in training; Figures S9A-
S9D). In this experiment, we did not observe an increase in
pressing (Figure S9E), favoring the idea that the VPs — DLS con-
tributes to the execution of the sequence of movements only for
a learned sequence.
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Finally, to evaluate whether the striatal inhibition of the
thalamic fibers may affect passing fibers, we performed two
additional experiments. In one, we recorded the activity in a
cortical region while photo-inhibiting the thalamostriatal fibers
in the striatum. In the second, we expressed Arch3.0 into the
thalamus and its projections to the striatum and cortex but im-
planted fiber optics in the cortex to inhibit the thalamocortical
terminals. To select a cortical region from which to record,
and the region in the thalamus to express Arch3.0, we used
the fact that the PFs mainly projects to the striatum sending
few collaterals to cortex, while the VPs mainly projects to the
cortex, leaving few collaterals in the striatum (Smith et al.,
2014) (also see Figure S10). Therefore, we infected an animal
in the VPs and implanted a movable recording electrode into
the somatosensory cortex (S1), the primary recipient of the
VPs terminals in the cortex (Hunnicutt et al., 2016). Figure S6G
shows the activity from S1 recorded in different deeps (five ses-
sions, moving the electrode array 100 um a day before each
recording session). Neither the unitary activity (Figures S6G
and S6H) nor the LFP recorded in S1 (Figure S6l) were signifi-
cantly modulated by the inhibition of the VPs — DLS terminal in
the DLS. On the other hand, in a separate group of animals, we
bilaterally expressed Arch3.0-eYFP into the VPs region of the
thalamus and bilaterally implanted optic fibers on the VPs pro-
jections into S1 (Figure S11). Consistent with the previous
experiment, we observed that the optogenetic inhibition of
the VPs— S1 terminals before initiation or during execution of
the sequences of lever presses did not affect the initiation
or the execution (Figures S11B-S11l). Nonetheless, in this
last experiment, the same inhibition from the operant box
increased the horizontal displacement of animals in the open
field (Figures S11J and S12; see Mathis et al., 2017).

Together, the results from the optogenetic manipulations of
the thalamostriatal terminals indicate that both the PFs—DMS
and the VPs—DLS thalamostriatal projections contribute to
proper initiation, and the latter additionally contributes to the
proper execution of the learned sequence of movements.

DISCUSSION

The results presented here establish that the thalamostriatal pro-
jections contribute to the smooth initiation and execution of se-
quences of movements. First, we described the innervations
from the parafascicular and from the ventroposterior regions of
the thalamus to the dorsal striatum (Figure 1). Second, we
showed that both the PFs and the VPs region of the thalamus,
and thalamostriatal neurons from these regions, presented activ-
ity modulated during and related to the self-initiation and -execu-
tion of sequences of movements (Figures 3, 4, and 5). Third, we
showed that the thalamostriatal projections from the PFs and the
VPs regions of the thalamus contribute to the smooth initiation of
a sequence of movements (Figure 6), with the latter specifically
contributing to the proper execution of the learned sequences
(Figures 6 and 7).

The thalamostriatal innervations presented here from the PFs
and the VPs are consistent with previous reports of these inner-
vations in both primates and rodents (Eckert et al., 2012; Elena
Erro et al.,, 2002; Hunnicutt et al., 2016; Pan et al., 2010).
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Figure 7. Inhibition of the Ventroposterior — Dorsolateral Striatal Terminals during Execution Increases the Actions inside the Sequence
(A) Top: diagram of a sagittal brain slice representing the viral injection into the thalamic region of interest to express archaerhodopsin 3.0-eYFP in the cell bodies
and their axonal projections and the fiber optic implanted in the striatum to inhibit the thalamostriatal terminal in vivo. The fiber optic implantation is bilateral.
Bottom: experimental setup showing a diagram of the operant box to achieve the optogenetic inhibition during the execution; the light inhibition was turned on
with the first press in the sequence of presses (red lever).

(B and C) Effect on the latency to start a sequence by the optogenetic inhibition of the parafascicular —dorsomedial striatal terminals (PFs —DMS) (B) or the
ventroposterior — dorsolateral striatal terminals (VPs — DLS) (C). Paired plots panels: latency to initiate a sequence of lever presses for animals expressing either
Arch3.0-YFP (green) or eYFP (orange); each point is the median latency per animal during trials of optogenetic inhibition (on) versus trials without optogenetic
inhibition (off), *p < 0.05, paired plots: Wilcoxon test. Right: to further verify the effect during the optogenetic session, we calculated the ratio of the optogenetic
session (On) against the ratio from the same animals in a previous session without optogenetic inhibition (Off), “p < 0.05, boxplots, Mann-Whitney U test. Note that

in this case the inhibition was triggered by the first press in the sequence of presses.
(D and E) Same as in (B) and (C), but, in this case, for the quantification of the number of lever presses per sequence.
(F and G) Same as in (B) and (C), but, in this case, for the quantification of the sequence length (time from the first to the last press per sequence). See also

Figure S7.

A preferential innervation from these thalamic structures to
specific striatal compartments had been previously suggested
(Bradfield et al., 2013; Eckert et al., 2012), but no detailed at-
tempts to characterize it regarding DMS versus DLS innervation
had been made. Here, through the use of three different ap-
proaches (anterograde labeling of the axons with a fluorescent
protein using a viral vector, retrograde labeling with retrobeads,
and testing the functional connectivity by ex vivo electrophysi-
ological recordings), we described a preferential (not exclusive)
innervation from the PFs into the DMS and from the VPs into
the DLS (Figure 1). Importantly, since the anatomical presence
of axons may not always reflect functional connectivity, partic-
ularly for the VPs—DLS axons, as this connection had not
been functionally demonstrated (the PFs —DMS had been pre-
viously characterized; Ding et al., 2008), we showed that the
differential anatomical axonal projections were mirrored in
functional electrophysiological measurements (Figures 1G-
1J). In summary, from this set of experiments, we conclude

that the PFs and VPs thalamic regions have a preferential inner-
vation on the DMS and DLS compartments. Note that the PFs
region comprised cells from the parafascicular, posterior,
and the centrolateral while the VPs are from the ventroposter-
omedial, ventromedial, and ventroposterolateral nucleus of
the thalamus.

Next, with the aim to identify whether the thalamostriatal pro-
jections are necessary to shape the striatal activity observed
during the initiation and execution of an action sequence (Jin
and Costa, 2010; Jin et al., 2014), it became necessary not just
to ascertain that the thalamic neurons showed activity modula-
tion during the initiation and execution of sequences (Figure 3)
but, in particular, that it was shown by thalamostriatal neurons.
This was done through antidromic photo-identification (Lima
et al., 2009), and in doing so, it became evident that the propor-
tion of recruited units was different when comparing the total
number of thalamic units recorded versus the photo-identified
units, with more units in the VPs being modulated during the
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initiation and execution of sequences of movements (Figures
4E-4G). These differences in activity modulation may be ex-
plained by the heterogeneity of neuronal populations in the
same thalamic nucleus (Jahnsen and Llinas, 1984) or by taking
into account that the thalamic neurons receive a diversity of in-
puts (Cornwall and Phillipson, 1988), which in turn may provide
a different temporal drive during the performance of sequences
of movements. Importantly, the fact the thalamostriatal anti-
dromically photo-identified units were positively modulated
during the initiation and execution of sequences of movements
(Figures 4 and 5) allowed us to consider that these units may pro-
vide an excitatory drive to shape the striatal activity. It is probable
that they convey signals of sudden changes in the behavioral
context (Yamanaka et al., 2017), such as when self-initiating an
action or when sensory information is necessary to appropriately
execute a sequence of movements (it is known that putamen
neurons respond to the speed of a vibrotactile stimuli and that in-
formation may come from the sensory thalamus; Merchant et al.,
1997; Vazquez et al., 2012).

Although we showed the functional connectivity of the PFs
and the VPs into the striatum (Figure 1G), and a differential
modulation of PFs and VPs thalamostriatal neurons during the
initiation and execution of sequences (Figures 4A-4G), reason-
able concern exists that the antidromic photo-identification
from the striatum may also activate axons from the thalamus
traversing through the striatum reaching a different final target
(Hunnicutt et al., 2016). Therefore, in the third set of experi-
ments, we addressed whether the thalamostriatal projections
activity was specifically required for the initiation and execution
of sequences (Figures 6 and 7). From these experiments, we
observed that both the undisturbed PFs—DMS and the
VPs—DLS projections were required for the smooth initiation
of sequences while only the undisturbed VPs— DLS projection
was required for the proper execution. However, to conclude
that there is a specific contribution from the thalamic inputs
to the striatal compartments, we tested the possibility that it
may be the region of the striatum itself that is necessary for
the observed behavioral effects, not the thalamic input. This
possibility was evaluated by the inhibition of the PFs—DLS
versus the VPs — DLS (Figures 6 and 7 versus Figure S8), where
we observed that the inhibition of the PFs — DLS had no behav-
ioral effects as opposed to the inhibition from the VPs— DLS.
These results strengthen the idea that it is indeed specific tha-
lamostriatal inputs that provide a specific temporal input driving
the striatum, which contributes to initiating and executing a
sequence of movements properly. Also, to investigate the pos-
sibility that the optogenetic inhibition of the thalamostriatal ter-
minals may affect passing fibers to cortical targets, we
measured the activity in S1 while inhibiting the VPs —DLS ter-
minals in the DLS. From these experiments, no modulation in
S1 was observed either at the extracellular unitary activity level
or in the LFP (Figures S6G-S6l). Furthermore, we also per-
formed optogenetic inhibition of the VPs — cortical projections
into S1 (Figure S11). Surprisingly, when we inhibited the
VPs—S1 projection in the cortex, no deficits in the perfor-
mance of the action sequence were observed. With no attempt
to claim that we inhibited all VPs— S1 projections, this experi-
ment showed that while inhibition of the VPs terminals into the
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striatum was enough to delay the initiation and increase the
number of repetitions in the sequence of actions, the same
area of inhibition of VPs terminals into S1 was not sufficient
to affect the action sequence. These findings highlight that a
specific drive is provided from the ventroposterior thalamic re-
gion to the dorsolateral striatum, probably to provide online
feedback of the sequence of movements being performed.
Note that we focus our evaluation of affecting passing fibers
on the VPs —DLS versus VPs — S1, a test to evaluate the fibers
from the PFs— DMS reaching cortex remains to be tested.

The finding that thalamostriatal terminals from both the PFs
and the VPs contribute to the initiation is consistent with the
idea that the thalamus provides inputs driving the phasic depo-
larization of the striatum during the initiation of sequences (Jin
and Costa, 2010; Jin et al., 2014), probably conveying signals
that support the selection of movements or actions (Thorn
and Graybiel, 2010). Intriguingly, the fact that the selective inhi-
bition of the VPs—DLS connection increased the number of
repetitions of actions inside a sequence (Figures 6 and 7)
lead to the hypothesis that this inhibition decreases sensory
feedback arriving from the VPs (Van Der Loos, 1976; Waite,
1973) necessary for the proper execution of sequences.
Although this is a plausible hypothesis, it has to be considered
that the execution was affected only when inhibiting the
VPs— DLS terminals late in training (Figures 6 and 7), not early
in training (Figure S9). Furthermore, since no modulation of
locomotion was observed when optogenetically inhibiting the
VPs— DLS projections in the open field (Figure S12), the idea
supported here is that the VPs — DLS terminals contribute spe-
cifically to the execution of sequences once these sequences
have been learned.

The mechanism through which the PFs—DMS and
VPs—DLS projection contribute to the proper initiation and
execution of actions is still to be discovered. Nonetheless,
from the estimation of the striatal cell types receiving the
thalamic inputs in our ex vivo recordings (Figures S1E and
S1F), two options are present themselves. One mechanism
would involve the direct modulation of the striatal projection
neurons. A second mechanism may involve the classical feedfor-
ward inhibition of the spiny projection neurons (Kods and Tep-
per, 1999) or the recent finding of facilitation of the activity of
SPN through the control of GABAergic interneurons controlling
other striatal interneurons (Assous et al., 2017; Lee et al,
2017). Importantly, with regards to the VPs—DLS synapses
that contribute to the execution, either of these possibilities
would involve synaptic strengthening with learning, as these pro-
jections were shown to be relevant only later in training.

In conclusion, this study highlights the thalamostriatal contri-
bution to the delineation of a sequence of movements and sup-
ports a model in which specific thalamostriatal projections
contribute to shaping the smooth initiation and proper execution
of sequences of movements. Also, our findings support the idea
that the thalamostriatal projections constitute parallel loops
serving temporally defined striatal compartment-dependent
functions (Parent and Hazrati, 1995; Yin and Knowlton, 2006)
and may have important implications for pathological conditions
that produce excessive repetitive behaviors or excessive behav-
ioral switching.
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KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

Mouse anti- NeuN Monoclonal Millipore Cat# AB-177621; RRID: AB_177621

Alexa Fluor-594 Goat Anti-Mouse

Thermo Fisher Scientific

Cat# A-11032; RRID: AB_2534091

Bacterial and Virus Strains

AAV1.EF1a.DIO.hChR2(H134R)-eYFP.WPRE.hGH
rAAV5/Ef1a-DIO-eARCH3.0- EYFP
AAV1.EF1a.DIO.eYFP.WPRE.hG

UPENN Vector Core
UNC Vector Core
UPENN Vector Core

Cat# AV-1-20298P
N/A
Cat# AV-1-27056

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

Retrobeads (Green and Red)
NaCl

12*H,0* Na,HPO,
H,O* NaH,PO,
HEPES

Sucrose

D (+) Glucose
CaCl,

L- Ascorbic acid
H,O*ATPNa,
GTPNa

MgCl,

Biocytin

EGTA

KMeSO,

NaHCO3

KClI

4-AP

TTX

CNQX

Lumafluor, USA
JT Baker

JT Baker

JT Baker
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
JT Baker
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Alomone Labs
Sigma-Aldrich

N/A

Cat# 3624-01
Cat# 3822-01
Cat# 3818-01
Cat# H2275
Cat# S9378
Cat# S9378
Cat# C3881
Cat# P2256
Cat# A2383
Cat# G8877
Cat# 2444-01
Cat# 576-19-2
Cat# E9884
Cat# 2386-56-3
Cat# S5761
Cat# P9541
Cat# A-0152
Cat# T-550
Cat# C-239

Experimental Models: Organisms/Strains

Mouse/VGIuT2-cre

Champalimaud Centre for the
Unknown

RRID: MGl: 5141283

C57BL/6J Jackson Laboratory RRID: IMSR_JAX:000664

Software and Algorithms

MATLAB 2016 MathWorks https://www.mathworks.com/products/
matlab.html

GraphPad Prism 6 GraphPad Software https://www.graphpad.com/

ImageJ NIH https://imagej.nih.gov/ij/

Cerebral Plex Blackrock Microsystems http://blackrockmicro.com/

Offline sorter 2.8.8 Plexon https://plexon.com/products/offline-sorter/

Neuroexplorer 3.6 Plexon https://plexon.com/products/neuroexplorer/

Med PC
Im-Patch

Med-Associates

Open access software designed

in LabView

https://www.med-associates.com/
http://www.im-patch.com/download.html

(Continued on next page)
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REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Other

Confocal microscope Carl Zeiss LSM 710

473 nm laser Laserglow http://www.laserglow.com
556 nm laser CNI Lasers http://www.cnilaser.com/
Movable arrays of 16 electrodes Innovative Neurophysiology, http://www.inphysiology.com/

Durham movable-arrays/

CONTACT FOR REAGENT AND RESOURCE SHARING

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Fatuel
Tecuapetla (fatuel@.ifc.unam.mx).

EXPERIMENTAL MODEL

Animals

All procedures were approved by the institutional committee for the care and use of laboratory animals of the Cell Physiology Institute
(Protocol number FTA91-16), National Autonomous University of México and the National Norm for the use of Animals (NOM-062-
Z00-1999). Males and females (2-4 months of age) from the C57BL/6J line or resulting from the backcrossing of VGIuT2 Cre mice
(Vong et al., 2011) (donated by Dr. Rui M. Costa, from the Champalimaud Centre for the Unknown) into Black C57BL/6J for at least 6
generations were used. VGlut2 Cre animals were obtained from our breading colony in our institutional bioterium (the VGlut2 Cre line
was conserved in heterozygosis). Animals were housed under a cycle of 12 h light/dark (lights light at 6:00 am) with access ad libitum
to food and water before beginning behavioral experiments.

METHODS DETAILS

Training

We trained mice to develop self-paced sequences of lever presses as previously described (Jin and Costa, 2010; Tecuapetla et al.,
2016). Animals were allowed to recover for 3-4 days after surgery (for viral injection and fiber optic implantation) before training
started. All training was run in the same chamber, and consisted of 1 day of magazine training, 3 days of continuous reinforcement
5, 15 and 30 respectively and 11 days of fix ratio 8 (FR8), before the test sessions started. Each chamber (21.6 cm L x 17.8 cm
W x 12.7 cm H; Med-Associates, St. Albans, VT) was equipped with one retractable lever on the left side of the food magazine
and a house light (3W, 24V) mounted on the left side of the chamber (see Video S1). Sucrose solution (10%) was delivered into a metal
cup in the magazine through a syringe pump. Magazine entries were recorded using an infrared beam and licks using a contact lick-
ometer. Mice were placed on food restriction throughout training and fed daily after the training sessions with enough pellets to main-
tain 80%-85% of normal body weight depending on performance. Training started with a 30-min session of reward delivery in a
random time schedule (on average one every 60 s) 30 times. In the second day of training, the animals were presented with a lever
on the left side of the magazine and received a reward every time they pressed, allowing this 5 times (CRF5), followed by two days
more of CRF15 and CRF30. After these three days on CRF the reward schedule was changed, so that a reward was delivered only
after every eight lever presses (fix ratio eight; FR8). We kept the animals in FR8 for 11-12 days before the experimental test session.
The behavior was self-paced and throughout training there was no explicit signal for the animal to initiate or terminate a sequence of
lever presses. All timestamps of lever presses, magazine entries, and licks for each animal were recorded with 10ms resolution.
A sequence of lever presses was defined as a bout of consecutive lever presses with no licks.

Single-Unit Recording, Antidromic Photo-ldentification, and Thalamostriatal Inhibition Verification

To investigate thalamic activity, we recorded from the thalamus (4 animals in the VPs and 3 for the PFs) using either fixed or movable
arrays of 16 electrodes [tungsten (35um) (Innovative Neurophysiology, Durham, DC)]. The spike activity was initially sorted using an
online algorithm (Central software, Blackrock Microsystems, UT), and only units with a clearly identified waveform and relatively high
signal-to-noise ratio were used for further analysis using an offline-sorting algorithm (Offline Sorter, Plexon). In order to define if the
recorded unit projected to the striatum, we used in vivo antidromic photo-identification (Lima et al., 2009). In short, we expressed
ChR2 into the thalamic region of interest using VgluT2-Cre animals (a line of mice expressing Cre recombinase in the thalamic neu-
rons). During the same surgery a movable array was implanted 200 microns above the ChR2 expression site and an optic fiber was
implanted into the striatum. These procedures allowed us to record the activity of the thalamic neurons during the initiation
and execution of actions and at the end of the session, we verified (if the neuron recorded responded to the light stimulation into
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the striatum (10 Hz, 1 s, 1-10ms pulses). The movable array allowed us to search for responding cells in at least 4 sessions per animal,
advancing the array 100 um 24 hr before the recording session. To determine whether a unit could be antidromically photo-identified,
the spikes during the behavioral session were collected, and immediately after the spikes of antidromic striatal ChR2 stimulation were
collected. Only the units that responded significantly to the train of light stimulation, had a correlation > 0.9 between the behavioral
spike and the antidromically evoked spike and were below a latency of 8 ms were considered photo-identified. To record the inhi-
bition of the thalamostriatal pathway, AAV-Arch3.0 injections were performed into the PFs or VPs followed by an optrode implantation
into the DMS or DLS respectively (n = 2 animals for each condition). After 2-3 weeks of Arch3.0 expression, recordings from the stria-
tum of animals in an open field and receiving 5 s of green light illumination into the striatum (0.05 Hz, 30 times) were acquired. From the
same recordings, the data were filtered to acquire the unitary activity or the LFP.

Stereotaxic Virus Injections and Fiber Implantation

To perform surgeries animals were anesthetized using a mix of oxygen (1liter/min) with 1% isoflurane (1%-2% for interventional pro-
cedures). For the optogenetic experiments after anesthesia, each animal was bilaterally injected using glass pipettes with 500 nL of
viral stock solution [rAAV5-EF1a-DIO-eArch3.0-EYFP (Vector core, University of North Caroline), AAV1.EF1a.DIO.eYFP.WPRE;
AAV1.EF1a.DIO.hChR2(H134R)-eYFP.WPRE titer > 1x10'? (Vector core UPENN University Pennsylvania)] by pressure into either
the parafascicular (PFs) or the ventroposterior regions (VPs) of the thalamus; coordinates from Bregma, PFs: AP —2.20mm, ML
0.70mm and DV 3.2mm. VPs: AP —1.80 mm, ML 1.65 mm, DV 3.65 mm, below the surface of the brain. After the injections [23 nL
every 5 s (Nanoject Il, Drummond Scientific), animals were left for >15 min to allow time for virus spreading, and a fiber optic
(300um) (NA 0.37) was implanted into each hemisphere of the striatum [dorsomedial striatum for PFs—DMS (n = 8 mice for
Arch.3.0 and n = 6 mice for eYFP); coordinates from Bregma: AP: 0.20 mm, ML1.80, and DV 2.35 mm; or dorsolateral striatum for
VPs—DLS (n = 8 mice for Arch.3.0 and n = 6 mice for eYFP); AP: 0.20 mm, ML: 2.50 mm, and DV 2.35 mm]. For the inhibitions in
the thalamus the following coordinates were used: Anterior nuclei of the thalamus (ANT), AP: —0.4mm, ML: 0.75mm, DV: 3.35mm
(n = 8 mice); for the centromedial nuclei (CM), AP: —1.5, ML = 0, DV = 3.35 (n = 4 mice); dorsal medial lateral nuclei of the thalamus
(DML), AP: —1.7,ML: 0.8, DV: 3.1 (n = 2 mice). The Parafascicular (Pf), AP: —2.2, ML: 1.0, DV: 3.2 (n = 4 mice); and the ventral region of
the thalamus (VPs), AP: —1.9, ML: 1.65, DV: 3.6 (n = 3 mice). The optical fibers were fixed to the skull using acrylic cement (Lang
Dental Manufacturing).

Retrobeads Injections

For the retrograde labeling experiments, 300 nL of retrobeads (Lumafluor, USA), were injected into the dorsolateral (n = 5 mice) or the
dorsomedial striatum (n = 4 mice). Coronal sections (50 microns) of the thalamus were obtained to determine the total number of cells
labeled in the PFs or VPs. The quantification was done in one slice every 300 microns covering these regions.

Temporally Defined Optogenetic Striatal Manipulations In Vivo

Optical stimuli were delivered via 300 um diameter implantable fibers (Doric lenses), coupled to a single longitudinal mode laser
(MSL-FN-556, CNI lasers). To deliver light for the optogenetic inhibition a free launching system controlled by an AOM (aaoptoelec-
tronics) and a fast speed shutter (Thorlabs) triggered by the TTL output from the MED PC behavioral box was used. For the antidromic
photo-identification experiments a blue laser (Laserglow) coupled to a fiber optic (Doric lenses) was used. Measures of the power at
the tip of the fiber (similar to the one implanted) were verified for every experiment using a powermeter (Thorlabs) and the power
adjusted at the tip of the fiber to be =30 mW for the green light or 2-4 mW for the blue light. To achieve the optogenetic inhibition
of the thalamostriatal projection before the initiation of a sequence of lever presses, we took advantage of the fact that animals devel-
oped stereotypical sequences of lever presses (Figure 2; Video S1). Thus when the animal moved from the magazine to the lever, the
infrared beam was broken, setting a timestamp to trigger light on and quantify the latency to initiate the sequence of lever presses
(Figures 2B and 6A). To achieve the light inhibition during the performance of the sequence, we used the timestamp of the first lever
press in the sequence of lever presses (Figures 7A). During the session of optogenetic inhibition there were control trials and stim-
ulation trials. The stimulation trials were randomly presented throughout the session (30% of total trials).

Thalamostriatal Fibers Quantification

After extracting the brains of the experimental mice, 50-micron sections of the striatum (coronal sections) were mounted and sealed.
Z stacks were acquired at 63x magnification (192x192x10 microns; 1 microns interslice) from a randomly selected quadrant, using a
randomly positioned grid covering either the dorsolateral or dorsomedial striatum, see Table S4 for the ranges sampled (n = 5 mice
per group) (ZEN lite software, Zeiss). These Z stacks were imported into Imaged, then a maximum projection image was used to apply
a filter (Hessian filter) allowing for the quantification of fibers as defined by the number of fibers crossing a randomly generated line
spaced approximately 20 microns (Grider et al., 2006).

Quantification of Neurons Expressing Opsins

Brains were sectioned in sagittal or coronal 50 um slices [using a vibratome (S1000 Ted Pella)] and kept in PBS 1% solution before
mounting or immunostaining treatment]. After washing with PBS, the tissue sections were permeabilized with 0.3% Triton X-100 in
PBS, for 10 min at room temperature. After a blocking step (incubation for 30 min, at room temperature with 10% FBS:0.2% Triton
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X-100: PBS), sections were incubated overnight at room temperature, with the antibody against NeuN. After washing with PBS, a
secondary antibody conjugated with the Alexa 594 fluorochrome (1:1000, Molecular Probes) was added. Sections were then washed
and DNA was counterstained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma). Once the sections were mounted, Z stacks of either
the PFs or the VPs region of the thalamus were acquired from the slice in the center of the injection and slices 300 microns aside, from
the upper right quadrant using a randomly positioned grid (square grid 200 microns; ZEN lite software, Zeiss). The Z stacks were
imported into Imaged and quantification of NeuN-positive and eYFP-positive cells was done.

Ex Vivo Whole-Cell Recordings

To express ChR2 in the thalamic neurons and their striatal projection we injected 300 nanoliters of AAV2.1 EF1a-DIO-ChR2 (Vector
core) into the PFs (n = 7 mice) or the VPs (n = 6 mice) region of the thalamus (see details Table S1). Allowing from 8 to 16 days of
expression (Table S1), the animals were deeply anesthetized with ketamine (120 mg/kg, i.p.; Anesket) and xylazine (30 mg/kg,
i.p.; Bayer) and perfused transcardially with an ice-cold perfusion solution (in mM): 242 sucrose, 2.5 KCI, 7 MgCl2, 28 NaHCO3,
1.25 NaH,PO,4 10 glucose, 1 ascorbic acid, and 3 of sodium pyruvate (pH 7.4); saturated with 95/5% 02/CO,. Coronal slices
were obtained at the striatal level. Slices were then transferred to a saline solution containing (in mM): 125 NaCl, 3 KClI,
1.3 MgCl,, 2.6 CaCl,, 26 NaHCO3, 1.25 NaH,PO4, 15 glucose (pH 7.4), saturated with 95/5% 02/CO,, 310 mOsmol/L and left to
equilibrate in this saline solution for at least 1 h at room temperature. Single slices were transferred to a submerged recording cham-
ber and superfused continuously with oxygenated saline (3—5 ml/min). Postsynaptic currents in whole cell configuration were evoked
by pulses of blue light (1ms), with a pair of cells (one in the DLS and one in the DMS) recorded per slice. To guarantee monosynaptic
thalamostriatal connections these recordings were performed in the presence of 4-aminopyridine (120 uM) and TTX (1uM) (Petreanu
et al., 2009), although the first cell recorded in every slice started in the absence of 4-AP-TTX to allow their voltage characterization
(Figure S1E). The recordings were acquired with micropipettes made with borosilicate glass (Harvard apparatus 30-0057) and fire
polished for DC resistances in the bath of about 3-6 MQ. Internal solution was (in mM): 120 KMeSO3, 2 MgCl,, 10 HEPES, 10
EGTA/KOH, 1 CaCl2, 2.41 Na,ATP, 1.14 NaGTP, 3.18 biocytin, 10 NaCl, and 290 mOsmol/L. Neurons were visualized using an
infrared filter with an upright microscope (Scientifica electrophysiology) and a digital camera (Evolution VF FAST). Whole cell record-
ings in voltage clamp were acquired using an amplifier (PC-501A Warner Instrument), a NIDAQ (CB 68LP, National Instruments) and
the Im-Patch (open access software designed in the LabView) for the acquisition of the data.

Horizontal Distance

To evaluate if optogenetic inhibition has an effect on the locomotor activity, the mouse was placed in an open field (40x40cm and
height 30cm) and videos from the animals were acquired into a custom developed software in LabVIEW, at a rate of 15 frames
per second. The light stimulation periods are signaled in the videos. The animal received a light stimulation of 5 s every minute. Offline
analysis tracking the position of the animal to determine the trajectory before and during the stimulation was performed (Tecuapetla
et al., 2014).

Behavior and Optogenetic Inhibition

A sequence of lever presses was defined as a bout of consecutive lever presses (> 2) with no head entry and no licking. The latency to
initiate a sequence was determined by the time between the animal breaking an infrared sensor positioned between the magazine
and the first press (Figure 2B). The latency was calculated for control trials and stimulation trials. The stimulation trials were presented
randomly (830% of total trials per session). The median of all tests performed was compared, unless otherwise specified in the text.

Analysis of the Electrophysiological Recordings In Vivo

Once a putative unit was isolated (through on-line and offline sorting), the timestamps of the spikes were aligned to the first pressin a
sequence of lever presses using custom developed scripts in MATLAB. To determine the percentage of modulated units along time in
each epoch we performed an ROC curve analysis to ask if the spike frequency in each bin of time was different to that of the baseline
time. For this purpose, we first aligned the spikes to each epoch (e.g first press) using 2 s before and 2 after each epoch. We calcu-
lated the spike frequency using a 200 ms time window. We used as a baseline from —3 to —2.5 s before the first press in the se-
quences of lever presses. We compared the spike frequency in each bin of time against the baseline, using a sliding window of
10 ms. To resolve statistically if the area under the curve (AUROC) was significant we made 1000 permutations and divided the
sum of AUROC values that fall in either >0.5 or <0.5, between number of permutations. The AUROC value was significant if the
outcome was (p < 0.05). Furthermore, in each epoch we obtained a binary matrix comparing each bin to base line. This binary matrix
was used to find the number of units modulated in each bin time. (Figures 3, 4, S3, and S4). To compare the modulation of a unit
throughout the presses (when comparing Z-score), the activity before the first press was compared with the activity before each
press. The units that showed the highest activity before the first press were designated as initiation only, and those that showed
the highest activity before the last press were designated end. The units that were classified as execution had higher activity after
the first press (Figures S3 and S4). For the linear regression analysis (Figures 5 and S4) the firing rate was determined in spikes/
sec per trial. The trials were sorted by the number of lever presses (2 to 10, groups every increment of one) or by the latency to start
(1to10s, in groups of 1 s). Only regressions with f different from zero (p < 0.05) were accepted; mobile windows of 500 ms displacing
every 20 ms were used.
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QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

All data were presented as median + SEM unless otherwise specified in the text. The significance level was p < 0.05. For the propor-
tion comparison, a Chi square test was used; for the paired comparisons the Wilcoxon test and for the non-paired comparisons
Mann-Whitney U test were used. All statistics analyses were done using Graph Pad and MATLAB.

DATA AND SOFTWARE AVAILABILITY

All data and MATLAB scripts will be available upon contact to the lead, corresponding author.
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Figure S1. The parafascicular (PFs) and ventroposterior (VPs) regions of the thalamus project to
the dorsomedial (DMS) and dorsolateral (DLS) striatum and impinge on striatal projection
neurons or interneurons. Related to Figure 1.

(A) Representation of AAV viral injection into the thalamus to express eYFP in the PFs or VPs.

(B) Cumulative coronal confocal images of VGIuT2 Cre animals treated to express eYFP in the parafascicular
(left panel) or the ventroposterior region of the thalamus (right panel) (n= 6 animals per group).

(C) Percentage of neurons eYFP/NeuN+ from the viral infection in the parafascicular (left panel) or the
ventroposterior region (right panel) of the thalamus (n= 3 animal per group).

(D) Cumulative coronal confocal images showing the projections of the PFs (upper panel) or from the VPs (lower
panel) of the thalamus into the striatum.

(E) Voltage responses (recorded in whole cell) to current injection from a striatal projection cell (SPN) and an
interneuron (Int). These cells are from the recordings presented in Figure 1H (before the bath application of
4-AP+TTX).

(F) Percentage of SPNs versus interneurons that received EPSCs from the PFs or the VPs of the thalamus.
Scale bar in B and D: 500um.
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Figure S2. Most of the parafascicular (PFs) and ventroposterior (VPs) thalamic cells retrogradely labeled

from the striatum project to the dorsolateral (DLS) or to the dorsomedial (DMS) striatum. Related to Figure

1.

(A) Dual retrobeads injections into the dorsolateral (green) and the dorsomedial (red) striatum (DLS and DMS
respectively).

(B) Retrogradely labeled cells in the PFs region of the thalamus (upper panels) or the VPs region of the thalamus
(bottom panels), at two anteroposterior levels.

(C) Proportion of cells retrogradely labeled in the PFs and VPs from dual retrobeads injections as in A (n=4
animals).

Scale bar represents in A and B: 500um.
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Figure S3. The parafascicular (PFs) and the ventroposterior (VPs) regions of the thalamus display
activity modulation during the initiation/execution of sequences of lever presses. Related to
Figure 3.

(A) Activity of the units recorded in the PFs (z-score), aligned to the first, second, last-1 and last press in the
sequence of lever press.

(B) Similar to A, for the activity recorded in the VPs.

(C) Proportion of the units recorded in the PFs (left pie chart) or in the VPs of the thalamus (right pie chart).
Comparison between pie charts, *p<0.05, x? test.
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Figure S4. The parafascicular (PFs) and ventroposterior (VPs) thalamostriatal neurons display
activity modulation during the initiation/execution of sequences of lever presses. Related to
Figures 4 and 5.

(A)

(B)
(C)

(D)

(E)

(F)
(G)

Raster-plot and the perievent histogram from the activity of a unit aligned to the last press in the sequence
of lever presses.

Negative linear regression of the activity of a thalamostriatal unit and the number of presses in the sequences.

Proportions of the thalamostriatal units that showed significant positive (blue panel) or negative (pink panel)
regression between the activity and the number of presses.

Pie charts show the proportion of units presenting regressions 2 seconds before (left pies) and 2 seconds
after the last press in the sequence (right pies). No difference in the proportion of these units was detected.
*p>0.05, X° test.

Activity in Z score of the photo-identified parafascicular thalamostriatal units (PFs—=>DMS), aligned to the first,
second, last-1 and last press in the sequences of presses.

Similar to E for the photo-identified ventroposterior thalamo-striatal units (VPs=>DLS).

Proportion of PFs>DMS units (left pie charts) or the VPs—>DLS (right pie charts) showing a preferential
activation along the initiation/execution of the sequences. Comparison between pie charts, *p<0.05, x° test.
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Figure S5. Inhibition of the thalamic neurons delays the initiation and increases the
performance of learned sequences of lever presses. Related to main Figures 6 and 7.

(A) Sagittal brain slice representing the viral injection into the thalamic region of interest to express
archaerhodopsin (Arch3.0) and optic fiber implantation. The animals were bilaterally implanted.

(B) Experimental setup showing a diagram of the operant box and the position of an infrared beam in the path
(red dashed line) from the reward magazine to the lever used to trigger the optogenetic inhibition in the
thalamic cells before the initiation of the sequence.

(C) Example of the behavior aligned to the first press. Trials without light (control off) and with light inhibition (on)
before the first press. Note the increased latency during the on trials.

(D) Left panel, latency to start a sequence of lever presses for animals expressing Arch3.0-YFP [latency without
light inhibition = 0.7+£0.2 seconds versus latency with light inhibition = 1.4+0.3 seconds; n=7 animals
(4PFs+3VPs), p < 0.05; Wilcoxon test); each point is the median latency for one animal]. The inhibition before
the first lever press increased the latency to initiate an actions sequence, specifically the inhibition of the
parafascicular or the ventroposterior region of the thalamus (the boxplots show the ratio from individual trials
normalized to the median of no light trials (off) in the same session: Pf ration on/off = 1.9+0.2; VPs ratio on/off
= 1.840.2, p < 0.05; Mann Whitney U test). Orange color, animals expressing only eYFP (n=3 animals); ANT:
Anterior nuclei (n=3 animals); Pf: Parafascicular (n=4 animals); VPs: Ventroposterior (n=3 animals); CM:
Central medial (n=4 animals) and DML: Dorsal medial lateral thalamus (n=2 animals). In these experiments
the opsin, or eYFP, and the fiber optics were injected and implanted into the mentioned nucleus. The
spreading of light above the threshold to inhibit cells is around 500 microns (Tecuapetla et al., 2014).

(E) Similar to D, for the quantification of the number of lever presses per sequence.
(F) Similar to D, for the length of each sequence (time first press-last press).

(G) Experimental setup showing a diagram of the operant box to illustrate when the optogenetic inhibition was
done during the execution. In this case the first press in the sequence triggered the light inhibition.

(H) Example of the behavior aligned to the first press; as in C in this case the inhibition was performed during
the execution of the sequences.

() Jand (K) Latency to start the sequence, number of lever presses and sequence length (time first press-last
press) respectively. In this case the inhibition was performed during the execution of the sequences. The
data is plotted as explained in D.
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Figure S6. Inhibition of the thalamostriatal projections in vivo and ex vivo. Related to Figures 6

and 7.

(A) Sagittal brain slice representing the viral injection of the thalamic region of interest to express
archaerhodopsin 3.0 (Arch3.0) in the cell bodies and their axonal projections. In the same diagram the
optrode implantation to record the striatal activity during the optogenetic inhibitions of the thalamostriatal
fibers is presented (configuration used for C-F).

(B) Representative peri-event histogram and raster plot of the activity of a unit aligned to the green light
illumination, the insert at the top shows the waveform of the recorded unit. A high frequency firing unit was
selected to better depict the inhibitory effect of light illumination.



(C)

(D)

(E)
(G)

U

()

(K)

(L)

(M)

Activity of the units recorded in the striatum (z-score) while switching on the green light illumination to inhibit
the thalamostriatal terminals in the striatum.

Mean of the activity (Z score) for the units that decreased their activity during green light illumination. The
black line shows the average of all units. Insert, pie chart shows the proportion of the units modulated and
no modulated (comparing baseline versus light on). The average latency to decrease their firing rate was
80+37 ms.

and (F) Similar to C and D, in this case for an animal expressing only eYFP.

and (H) Similar to C and D, in this case for an animal recorded in somatosensory cortex (S1) while
optogenetically inhibiting the VPs—>DLS terminals in the DLS.

Local field potential (average of at least 20 trials) recorded while illuminating with a pulse of green light for 5
seconds, each trace is from a different animal.

Diagram for the ex vivo whole cell recording in a parahorizontal brain slice, representing the recording site,
the electrical stimulation site and the green light illumination.

Photomicrograph of a cell recorded in the striatum labeled with biocytin-Cy3 (red), and the thalamo-striatal
fibers (green: Arch3.0-eYFP).

Left panel, action potentials generated for the electrical stimulation (train) of thalamo-striatal fiber. The size
and shape of the postsynaptic responses are the combination of action potentials and EPSC recorded in
voltage clamp (inverted for a better visualization). Right panel, same electrical stimulation + light illumination
of the thalamostriatal fibers in the same experiment. Horizontal black bar = 50 ms and vertical black bar =
0.5 normalized voltage to max amplitude.

Quantification of the probability to evoke action potentials during the electrical stimulations versus electrical
stimulation + light stimulation. *p<0.05, Mann Whitney U test.
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Figure S7. Optic fiber tips position from the thalamostriatal optogenetic inhibition. Related

Figures 6 and 7.

(A) Sagittal brain slice representing the viral injection into the thalamic region of interest to express Arch3.0-
eYFP in the cell bodies and their axonal projections. In the same diagram the fiber optic implanted into the
striatum to inhibit the thalamo-striatal projections in vivo is presented.

(B) Left panels, Coronal brain slices representing the fiber optic tips from the experiments inhibiting the
parafascicular thalamo-dorsomedial striatal projection (PFs->DMS). Animals expressing Arch3.0-eYFP
(green) and controls animals (containing only eYFP: orange). Right panels, representative photomicrograph
of the expression of Arch3.0-eYFP into the parafascicular region (PFs; Top panel) and the fiber track into the
dorsolateral striatum (DLS; bottom panel).

(C) Similar to B, in this case for the experiments inhibiting the ventroposterior thalamo-striatal projection
(VP>DLS).

Scale bar represents in B and C: 500um.
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Figure S8. Inhibition of the parafascicular>dorsolateral striatal projections (PFs—>DLS) does not
increase the latency to start or the number of lever presses inside the sequence. Related to Figures 6

and 7.

(A) AAV injection into the PFs to express Arch 3.0-eYFP in the cell bodies and their axonal projections. Each animal
receives bilateral expression of Arch3.0 and optic fiber implantation in the dorsolateral striatum (DLS).

(B) Operant box diagram showing the position of an infrared beam (red dot) in the path from the magazine to the lever
used to trigger the inhibition of the PFs=>DLS terminals before the initiation of the sequence of lever presses.

(C) Diagram to inhibit during the execution, in this case the first lever press in the sequence trigger the inhibition of the
PFs—>DLS terminals.

(D) Representative photomicrograph showing the expression of Arch3.0-eYFP in the site of injection (left panel) and an
optic fiber track in DLS (yellow arrow, right panel). Scale bar 500um.

(E) Latency to initiate a sequence of lever presses for animals expressing Arch3.0-YFP; each point is the median latency

for one animal during the trials of optogenetic inhibition (on) vs. the trials without optogenetic inhibition (off)
[Arch3.0ptency on = 0.920.1, Arch3.0jatency of = 0.6+0.1sec, n= 6 animals; eYFPiaency on = 1.1£0.1, €YFPiatency off
=0.6+0.1, sec, n= 3 animals On/Off]. Box plots: ratio of the optogenetic session (On) divided by the ratio from the
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(F)
(G)

(H)

same animals in a session without optogenetic inhibition [Arch testonof =0.9+£0.1 vs eYFPopor = 1.240.1 p>0.05 U
Mann Whitney test].

Similar to D, in this case presenting the optogenetic inhibition during the execution.

Diagram representing the optical fiber track tips from Arch3.0 (green; n=6) and eYFP (orange; n=3) animals used for
E-F and H-I.

and (I) Number of lever presses for animals as explained in E and F respectively. Inhibition before initiation:
Arch3.0ever on= 2.920.4 vs. Arch3.0jever orf = 2.6£0.3 presses, n= 6 animals; eYFPieyer on= 4.5£0.3 versus eYFPieyer off
= 3.611, n= 3 animals; ratio against a previous session with no light inhibition: Arch3.0 = 0.9£0.1 vs eYFP=0.7%0.1.
Inhibition during the execution: Arch3.0ever on= 2.8£0.3 vs. Arch3.0jver of = 2.5£0.3 presses, n= 6 animals;
€YFPiever on=3.520.8 vs. €YFPyever of =4.8+0.4, n= 3 animals; ratio against a previous session: Arch3.0=1+£0.2 vs eYFP
=1.4+0.2.
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Figure S9. Inhibition of the ventroposterior thalamo->dorsolateral striatum projection early in
training does not increase the number of lever presses inside the sequence. Related to Figure 6

and 7.

(A) Training protocol for the optogenetic inhibition early in training. CRF: continuous reinforcement; FR8: Fix ratio
8; test day: optogenetic session.

(B) Sagittal brain slice representing the viral injection into the ventroposterior thalamic region to express
archaerhodopsine 3.0-eYFP in the cell bodies and their axonal projections. In the same diagram the fiber
optic implantation, to inhibit the ventroposterior thalamostriatal projections in vivo is presented. Note that the
optogenetic manipulation was bilateral.

(C) Diagram of the operant box to show that in this experiment first lever press in the sequence was used as
trigger for inhibition of the thalamostriatal projection during the execution.

(D) Coronal brain slices representing the fiber optic track tips from the animals used in this experiment.

(E) Number of lever presses in the sequence for animals expressing Arch3.0-YFP; each point is the median of

lever presses per animal during the trials of optogenetic inhibition (on) versus the trials without optogenetic
inhibition (off) [off: 2.9+0.2 vs. on: 2.9+0.3; p>0.05 n=6 animals, Wilcoxon test]. Box plot: to further verify the
effect during the optogenetic session we calculated the ratio of the trials on/off of the optogenetic session
(On) against the same ratio from the same animals in a session without optogenetic inhibition (Off):
VPs—>DLS = 1.0+0.3.
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Figure S10.The ventroposterior region (VPs) of the thalamus has a preferential innervation to
cortex while the parafascicular region (PFs) to the striatum (for a review see Smith et al., 2014).
Related to Figures 6 and 7.
and (C) Retrobeads injections into primary motor cortex (M1) or the somatosensory cortex (S1/S2).

and (D) Retrogradely labeled cells from A or C in the parafascicular region of the thalamus (PFs; upper

(A)
(B)

(E)

panels) or the ventroposterior region of the thalamus (VPs; bottom panels).

Quantification of cells retrogradely labeled in the PFs or the VPs [n=4 animals for DMS, DLS (injections
shown in Figure S1), M1 n=3 animals and n=2 animals for S1/S2). Scale bar represents 500um in A-D.
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Figure S11. The optogenetic inhibition of the ventroposterior thalamo->somatosensory cortex
projections (VPs->S1) does not increase the latency to start or the number of lever presses inside
the sequence. Related to Figure 6 and 7.

(A) AAV injection in the ventroposterior thalamic region to express Arch 3.0-eYFP, fiber optic implantation in S1.

(B) Operant box diagram showing the position of an infrared beam (red dot) in the path from the magazine to the
lever used to trigger the inhibition of the VPs—>S1 terminals before the initiation of the sequence of lever presses.

(C) As B, in this case the first lever press in the sequence was used to trigger the inhibition during the execution.

(D) Representative photomicrograph showing the optical fiber track in S1 (yellow arrow, left panel) and the
expression of Arch 3.0 eYFP both in S1 and the VPs thalamic region (yellow arrow, right panel).

(E) Latency to initiate a sequence of lever press for animals expressing Arch3.0-YFP; each point is the median
latency per animal during the trials of optogenetic inhibition (on) vs. the trials without optogenetic inhibition (off)
from the same session [VPS=>S1jatency on = 2.120.4 seconds, VPS> S1jtency off = 1.3£0.1, n= 6 animal, p>0.05,
Wilcoxon test, paired plots]. The ratio of the optogenetic session (On) against the ratio from the same animals
in a previous session without optogenetic inhibition (Off) is presented in the box plot [VPs=>S1on0r =1.1£0.1].

(F) Similar to E, in this case presenting data from a session of optogenetic inhibition during the execution.

(G) Diagram representing the optical fiber track tips from the 6 animals used for this experiment.
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(H)

()

(K)

and (I) Number of lever presses for animals as explained in E and F respectively (VPs=>S1 ever on= 5.410.4 vs.
VPS> S1jever of = 5.0£0.3, n= 6 animals, p>0.05, Wilcoxon test, paired plot) (VPS> S1jever on= 6.2+0.7 vs.
VPS> S1ever off = 5.320.7, n= 6 animals p>0.05, Wilcoxon test, paired plot) and their ratio against a previous
session (box plot: VPs—>S10n/Off =1.1+0.1).

As positive control of the VPs—>S1 inhibition, an increase in horizontal distance was identified when performing
the same inhibition in the open field. The inhibition of S1 has been shown to contribute to the motor adaptation
in mice (Mathis et al., 2017).

and (L) To evaluate if the lack of effect in F and | is due to a ceiling effect, a linear regression between the
magnitude of the effect and the baseline number of lever press was performed both in the inhibition of the
VPs—>S1 and on the inhibition of the VPs—>DLS projections. Note that only the VPs—>DLS inhibition showed a
significant regression.
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Figure S12. The inhibition of the parafascicular thalamostriatal or the ventroposterior
thalamostriatal projections does not present changes on the horizontal displacement in the open
field. Related to Figures 6 and 7.

(A) Example of a mouse in the open field for the tracking of the displacement of the animal (red dot) during light
inhibition (green square).

(B) Trajectory of the animal with optogenetic inhibition (green) and without (gray).

(C) Normalized distance displacement aligned to light stimulation in the parafascicular thalamo-striatal
projections (green and orange, mean from animals expressing Arch3.0-eYFP or eYFP respectively, n=6
animals per group).

(D) Normalized distance displacement aligned to light stimulation in the ventroposterior projections. Green and
orange, mean from animals expressing Arch3.0-eYFP or eYFP respectively, n=6 animals per group. Black,

mean from animals inhibiting the VPs-S1 projections, n=6 animals.

(E) Normalized distance displacement during the 5 second of inhibition. * p<0.05 Kruskal Wallis test.
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PFs>DMS or DLS VPs->DMS or DLS
(AAV ChR2 injection = recording) TTX + 4AP (AAV ChR2 injection - recording) TTX + 4AP
ChR2 # Slice Recorded EPSC Latency ChR2 # Slice | Recorded EPSC Latency
Expression per site (pA) (ms) Expression per site (PA) (ms)
(days) animal (cell type) (days) animal | (cell type)
Mouse 1 slice 1 DMS 48,0 55 Mouse 1 slice 1 DMS 54,8 5,7
(14 days) (SPN) (15 days) (SPN)
DLS 56,4 7.0 DLS 300,7 53
(SPN) (SPN)
slice 2 DMS 90,8 52 slice 2 DMS 36,4 47
(SPN)
DLS 37,5 52 DLS 145,2 4,2
(Int)
slice 3 DMS 164,5 55 Mouse 2 slice 1 DMS 59,9 8,0
(8 days)
DLS 196,9 4.2 DLS 52,4 4,8
(Int) (SPN)
Mouse 2 slice1 DMS 115,1 55 Mouse 3 slice 1 DMS 0,0
(16 days) (SPN) (9 days)
DLS 196,8 51 DLS 18,1 6.0
(SPN)
slice2 DMS 273,9 5.0 Mouse 4 slice 1 DMS 16,0 7,5
(SPN) (10 days)
DLS 105,8 4.7 DLS 71 6,7
(SPN) (SPN)
slice3 DMS 248,8 3,7 Mouse 5 slice 1 DMS 31,0 6,7
(Int) (16 days) (SPN)
DLS 13,4 7,2 DLS 57,8 71
(Int) (SPN)
Mouse 3 slice1 DMS 23,6 9.0 Mouse 6 slice 1 DMS 0,0
(10 days) (SPN) (12 days)
DLS 0,0 DLS 31,6 5,8
(SPN)
Mouse 4 slice 1 DMS 16,4 6.2 slice 2 DMS 0,0
(11 days) (SPN) (SPN)
DLS 0,0 DLS 54,8 4,8
(SPN)
slice 2 DMS 177,3 6.0
DLS 121,7 6,6
(SPN)
Mouse 5 slice1 DMS 135.0 5,6
(15 days)
DLS 29.0 7,7
(SPN)
Mouse 6 slice 1 DMS 367,6 3,2
(13 days) (SPN)
DLS 0,0
slice 2 DMS 59,6 4.2
(SPN)
DMS 82,5 3,9
(SPN)
Mouse 7 slice 1 DMS 58,1 55
(15 days)
DLS 0,0
(Int)
slice 2 DMS 453,3 3,3
(SPN)
DLS 225,6 4.1
slice 3 DMS 87,7 3,6
(SPN)

Table S1. Details for the ex vivo recordings. Related to Figure 1. Parafascicular (PFs) or
ventroposterior region (VPs) of the thalamus. Channelrhodopsin (ChR2), dorsomedial striatum (DMS),
dorsolateral striatum (DLS), spiny projection neuron (SPN), striatal interneuron (Int).
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Regression
(aligning the activity)

Spikes-Latency
(start of sequence)

Spikes —Presses
(start of sequence)

Spikes-Presses
(end of sequence)

PFs>DMS 83 % 70 % 50 %
34 % (25 of 30) (21 of 30) (15 of 30)

(30 of 86)

VPs>DLS 67 % 100 % 66 %
12 % (10 of 15) (15 of 15) (10 of 15)

(15 of 122)

Time related to event

(-2 to 0 seconds)

(-2 to 2 seconds)

(-2 to 0 seconds)

Fisher test

P=0.2629

P=0.0195"

P=0.3517

Table S2. Proportion of photo identified thalamo->striatal units presenting significative
regressions between the activity and the latency to start a sequence or the number of

presses in the sequence (p<0.05). Related to Figure 5.

Regression
(aligning the activity)

Spikes-Latency
(start of sequence)

Spikes-Latency
&
Spikes-Presses
(start of sequence)

Spikes —Presses
(start of sequence)

PFs>DMS 22 % 70.5 % 7.5 %
34 % (6 of 27) (19 of 27) (2 of 27)

(30 of 86)

VPs>DLS 0% 67 % 33 %
12 % (0 of 15) (10 of 15) (5 of 15)

(15 of 122)

Time related to event

(-2 to 0 seconds)

(-2 to 0 seconds)
(-2 to 2 seconds)

(-2 to 2 seconds)

Fisher test

P=0.07

P=0.73

P=0.04 *

Table S3. Proportion of photo identified thalamo->striatal units presenting selective
regressions to latency or presses or both during the initiation/execution of sequences.
Related to Figure 5.
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PFs >DMS PFs>DLS VPs>DMS VPs->DLS
Fibers
AP: 0.0 -0.5 mm AP:0.0-0.5 mm AP:0.0-0.5mm AP: 0.0-0.5 mm
ML: 1.0-1.8 mm ML: 2.2-2.9 mm ML: 1.1-1.8 mm ML: 2.0-2.8 mm
DV: 2.2-2.8 mm DV: 2.2-2.7 mm DV: 2.2-2.8mm DV: 2.2-2.7 mm
(0.3mm?) 0.2mm®) (0.2mm?) (0.2mm?)
Ex vivo
AP: -0.2-0.9 mm AP: -0.2-0.9 mm AP: -0.2-0.7 mm AP: -0.2-0.7 mm
ML: 1.0:1.8 mm ML: 2.0:2.7 mm ML: 1.0:1.8 mm ML: 2.0-2.7 mm
DV: 2.2-2.6 mm DV: 2.2-2.7 mm DV: 2.0-2.6 mm DV: 2.2-2.7 mm
(0.3mm?®) (0.3 mm®) (0.3 mm®) (0.3 mm®)
Optogenetic
inhibitions AP: -0.2-0.7 mm AP: 0.0 -0.8 mm AP: -0.2-0.8 mm
ML: 1.5-1.9 mm ML: 2.3-3.0 mm ML: 2.3-3,0 mm
DV: 2.2-2.7 mm DV: 2.2-2.6 mm DV: 2.2-2.6 mm
(0.5 mm?®) (0.5 mm?®) (0.5 mm®)

Table S4. Ranges for the position of sampling fibers the cells recorded in the ex vivo

experiments and the optic fiber tips in the optogenetic inhibition. Related to Figure 1, 6 and

7. In parenthesis are the volumes calculated from these ranges.
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