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RESUMEN

Para entender el funcionamiento del cerebro es crucial conocer su
arquitectura y conexiones. El tdlamo es una de las mayores estructuras de relevo
de informacion a diferentes regiones telencefalicas. Se sabe que las proyecciones
talamo— estriatales son importantes para el aprendizaje y control motor. Y se sabe
que releva informacién sensorimotora a la corteza, lo cual es crucial para las
funciones ejecutivas de la misma. Los modelos anatomicos se basan principalmente
en marcar las proyecciones talamo— corticales, y muy poco en la relevancia que
tienen las proyecciones talamo— estriatales. Actualmente, existen algunos trabajos
que han investigado proyecciones taldmicas multiblanco hacia regiones
telencefalicas, centrandose en las proyecciones talamicas a regiones asociativas y
limbicas del estriado y la corteza. En este estudio investigamos las neuronas que
parten del tAlamo a estructuras que se han asociado con funciones sensorimotoras.

En este proyecto nos preguntamos si el tdlamo contiene neuronas
multiblanco que proyecten simultdneamente al estriado sensorimotor, region
dorsolateral del estriado (DLS) y a la corteza motora (M1, M2) o somatosensorial
(S1). O si por el contrario las neuronas talamicas proyectan de manera paralela a
estos blancos. Para responder esta pregunta usamos trazadores neuronales
retrogrados en cerebro de ratén e identificamos que la mayoria de las neuronas
talamicas proyecta de manera paralela a los ndcleos blanco investigados. Sin
embargo, también existen neuronas multiblanco en todos los nudcleos, cuyos
porcentajes variaron del 3 al 15% de neuronas marcadas por nucleo.

En consecuencia y como segunda pregunta de este proyecto investigamos
si las proyecciones del tAlamo interaccionan funcionalmente a nivel del tAlamo. Para
contestar esto realizamos registros opto-electrofisioldgicos ex vivo concluyendo que
los circuitos de salida del talamo no interaccionan localmente a través de sinapsis
quimicas.

El conocimiento de la existencia de neuronas taldmicas multiblanco y su
mapeo especifico a los circuitos sensorimotores aportan informaciéon anatémica
novedosa y sugieren que estas neuronas multiblanco podrian enviar informacion de
manera simultanea al estriado y a la corteza. Esto representa una aportacion a la
descripcion de los circuitos que median la interaccion entre el talamo - la corteza y
los ganglios basales. Estos Circuitos son importantes para el aprendizaje y
ejecucion de control motor.



INTRODUCCION

Un abordaje a la comprension del cerebro se da en términos de las
interacciones entre redes neuronales. Los estudios anatomicos de conectividad son
cruciales en la investigacion de la funcién de los circuitos neuronales (Bohland et
al., 2009; Guzowski et al., 2005; Lerner et al., 2016). El estudio de la anatomia y
conexiones de los circuitos neuronales es importante para entender el
funcionamiento del cerebro y en su caso, sus disfunciones. Es este estudio
investigamos a los circuitos que surgen del tAlamo que interaccionan con regiones
sensorimotoras del cerebro.

El tAlamo es el mayor relevo de la corteza cerebral. Nuestra percepcion del
mundo exterior esta basada en sefales sensoriales que hacen relevo en el talamo.
Esta estructura contiene grupos de células encargadas de pasar directa o
indirectamente informacion sensorial a la corteza cerebral, mediando funciones de:
percepcion sensorial, atencion, suefio y vigilia, memoria y cognicion (Crunelli et al.,
2016; Murray et al 2006). Desregulaciones en la funcion del talamo tienen
manifestaciones que van desde la pérdida de sensibilidad, desordenes de
movimiento, ataxia, sindromes de dolor, desérdenes visuales, una gran variedad de
condiciones neuropsicoldgicas hasta coma (Snell 2007).

Actualmente existen estudios que han mapeado los circuitos talamo—
corticales, en estos se ha identificado la magnitud de la inervaciéon que tiene con
cortezas. A partir de estos estudios se ha identificado que existen ndcleos que
tienen predileccién por cortezas especificas, las cuales estan asociadas con ciertos
dominios funcionales, por ejemplo: de asociacion, limbicos o sensorimotores.
También se sabe que el tAlamo y la corteza pueden tener actividad sostenida, es
decir, que existe retroalimentacion entre ambas estructuras pudiendo modular su
actividad, de este modo, el talamo es de gran importancia para mantener la actividad
cortical (Collins et al., 2018; Hunnicutt et al., 2014).

El tAlamo también inerva a estructuras subcorticales como el estriado, quien
es la entrada principal a los ganglios basales (Gerfen et al., 2010). La informacién
gue envia tdlamo al estriado es necesaria para el control motor (Diaz-Hernandez et

al., 2018; Parker et al., 2016), para guiar conductas perseverativas (Do-Monte et al.,
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2017), para la deteccidn de eventos sensoriales significativos (Matsumoto et al.,
2001) y/o para guiar la deteccion de conductas guiadas por un objetivo (Brandfield
et al., 2013). Los estudios que han investigado las proyecciones talamo— corticales
y talamo— estriatales han sugerido sitios de origen de estas proyecciones en
nucleos especificos del tAlamo, de esto se sabe que hay sitios comunes en el tAlamo
donde se originan tanto neuronas con proyecciones talamo— corticales como
talamo— estriatales. Algunos estudios, centrados en porciones limbicas y
asociativas de la corteza y los ganglios basales han observado que existen 2
patrones de proyecciones hacia la corteza, neuronas que proyectan a una sola area
(paralelas) y neuronas divergentes que proyectan a multiples areas asociadas con
circuitos limbicos y asociativos (Hunnicutt et al., 2016; Kuramoto et al., 2017; Macchi
G. et al., 1984; Otake and Nakamura, 1998), sin embargo, a la fecha no se sabe si
existen neuronas multiblanco que partan del talamo a los circuitos sensorimotores
de la corteza y el estriado. La presencia de neuronas multiblanco en los circuitos
sensorimotores podria significar que el tAlamo posee circuitos para influenciar el

aprendizaje/ejecuciéon de conductas motoras.

ANTECEDENTES

Clasificacion de los diferentes nucleos del talamo

De acuerdo con J. E. Rose (1942) el talamo se puede subdividir en epitalamo
qgue incluye el ndcleo habenular y complejo pineal (Concha and Wilson, 2001),
talamo dorsal (al que algunos le denominan “el talamo”) y talamo ventral (que
incluye a el ndcleo reticular talamico y una pequefia parte del nucleo geniculado
ventral-lateral). Se sabe que el talamo es una estructura cerebral conservada a lo
largo de la evolucion, las divisiones de epitalamo, tAlamo dorsal y ventral pueden
encontrarse en todos los grupos de vertebrados tanto en cicléstomos (vertebrados
sin mandibula) como en gnatostomos(Vertebrados con mandibula) (Butler, 2008;
Kaas, 2014).
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En este trabajo nos enfocamos en estudiar el talamo dorsal (ndcleos intralaminares
y ventrales), al que le llamaremos “talamo”. El tdlamo consta de mdultiples nucleos
que se agrupan de acuerdo a su posicién (Figura 1).

Talamo Dorsal

[Ty
QR

Grupo posterior Niicleos Ventrales Grupo intralaminar anterior Grupo anterior

Niicleo posterior (Po) Niicleo ventranterior (VA) Niicleo romboidéCentral; Rh) Niicleo anterior dorsal (AD)
e Niicleo lateral ventral (VL) Niicleo central medial (CM) Niickeo anterior
Muicleo lateral Nucleo central lateral (CL) ventral (AV)
pasterior ventral (VPL) SRR (e Niicleo anterior medial (AM)
Niicleo medial Niickeo lateral dorsal (LD)

posterior veniral (VPM)
Micleo Ventral Medial (VM)

Micleo medial ventral
basal (VM)
Posterior lateral Grupo intralaminar posterior Grupo Medial
Nicleo posterior lateral (LP) Micleo Parafasicular (Pf) Niicleo parataenial (Pt)
Niicleo medial ventral (MV)

Niicleo medial dorsal (MD)
Nicleo submedial (Sm)

Figura 1: Esquemade las divisiones del tAlamo dorsal en mamiferos. Arriba: Divisién en grupos
de nucleos, con los nucleos mayores comunes a todas las especies, basada en la clasificacién de J.
E. Rose (1942). Tomada y modificada de Jones Edward G. 2007. Abajo: esquema de una seccion
coronal de tdlamo mostrando los nicleos de interés para este estudio.

El talamo puede ser divido en dos formas, la primera es: de acuerdo con el
tipo caracteristico de sefial aferente en el que esta involucrado (visual, auditiva,
somatosensorial, cerebral) y la segunda: funcionalmente por lo sitios a donde
proyecta (S. Murray et al., 2006). Con respecto a esta ultima clasificacion se
reconocen dos clases de neuronas de proyeccion: las neuronas de los nucleos
intralaminares y las de los ndcleos ventrales. Las primeras presentan una
predominante proyeccion al estriado y las ultimas a la corteza (Hunnicutt et al., 2014,
2016; Pan et al., 2010).

Por otro lado, el tdlamo dorsal también puede ser divido clasicamente de

forma anatomica por la topografia de los nucleos que lo conforman, de este modo

11



el talamo se divide en Talamo anterior, el cual contiene nucleos talamicos
anteriores, cuya funcién esta principalmente relacionada con el sistema limbico y
esta vinculada con el tono emocional y los mecanismos de memoria reciente. Hacia
la parte posterior encontramos el tAlamo medial, los nucleos ubicados en ésta
seccion del tAlamo se relacionan con de la integraciéon de una gran variedad de
informacion sensitiva, asi como de la relacion de ésta informacion con las
sensaciones emocionales (Herrero et al., 2002; Snell 2007). En la parte ventral
encontramos a los nucleos talamicos ventrales, estos nucleos estan conectados con
el estriado y diferentes cortezas, principalmente motoras y sensoriales, se sabe que
estos nudcleos influyen en la actividad de la corteza (Collins et al., 2018; Snell 2007).
Ademas de que estos nucleos reciben aferencias sensoriales de los tractos
sensitivos ascendentes (Snell 2007).

Otro grupo de nudcleos también contenidos en el talamo son los nucleos
intralaminares, nucleos pequefios dentro de la lamina medular interna, los cuales
proyectan hacia la corteza y los ganglios basales, estos se han asociado con los
niveles de conciencia y los estados de alerta de un individuo formando parte de
circuitos, de control motor, pero también asociativos y limbicos (Herrero et al., 2002;
Snell 2007).

Tipos neuronales del talamo

Dentro del tadlamo se distingue a neuronas con axones que proyectan al
telencéfalo, estas neuronas son de relevo por que reciben entradas sensoriales y
proyectan a neuronas de respuesta motora. Las neuronas de proyeccion son
diferentes de aquellas que solo tienen axones que se ramifican localmente, a estas
Gltimas se les denomina interneuronas. Las Interneuronas son GABAEérgicas, y las
neuronas de proyeccion son glutamatérgicas (Wang et al., 2010). En el tAlamo las
células de relevo son probablemente las células mas importantes, ya que, en
mamiferos representan del 70-99% de la poblacion de células (dependiendo del

nacleo y la especie) (S. Murray et al., 2006).
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Proyecciones talamo— corticales

A B distance
anterior from bregma
s[8]5 S B
51815 | =
SPFp ~0.205 mm
PR
T S
LP -0.505 mm
VAL
&
CL —-0.855 mm
VPM
i g‘ 1.055 mm @
PT E’; \
1AM §
VM 2 -1.305 mm
= N -1.605 mm
IMD
El ~1.855mm
CM
LD -2 105 mm
AV
AD ( >< )
IAD 2.3056 mm
AM Q D
"OS"“"‘” -2855mm"

Occupied volume fraction
0 0.6+

Figura 2: Nacleos taldmicos que proyectan a las cortezas motora (M1), premotora (M2) o
somatosensorial (S1).
A) Proporcion de las proyecciones de nucleos talamicos a las diferentes cortezas. La unidad de
medida “occupied volume fraction” se calcul6 como el sobrelape de los datos de Allen Brain atlas
con datos obtenidos a partir de inyecciones en el talamo, este producto muestra la porcion de cada
nacleo que proyecta a la corteza. Con flechas amarillas se resalta los nicleos que nosotros
estudiamos en esta tesis.
B) Marca de retrobeads en el tdlamo, previamente inyectados en corteza M1, presentados a

diferentes niveles anteroposteriores en vista coronal. Tomada y modificada de Hunnicutt et al 2014.



El tAlamo contiene neuronas (principalmente ubicadas en nucleos talamicos
de la linea media) que inervan mudltiples sitios corticales y a otras regiones
telencefalicas como los ganglios basales (Kuramoto et al., 2017; Otake and
Nakamura, 1998; Macchi G. et al., 1984).

En el estudio mas extenso de la conectividad tAlamo— cortical (Th— Cx) que
se ha hecho hasta la fecha, Hunnicutt et al. (2014), generé un resumen de la
densidad de proyecciones tadlamicas sobre diferentes cortezas [e.g. motora (M1),
premotora (M2) y somatosensorial (S1/2) en la Figura 2A].

De este y otros estudios es evidente que los nucleos de mayor inervacion a
la corteza son los nucleos ventrales del talamo (Cicirata et al., 1986; Hunnicutt et
al., 2014; York, 1974).

Dentro de la relevancia funcional de la inervacion tadlamo— corteza esta su
participacion como relevo de informacion sensorial, como monitores de las
instrucciones motoras (Collins et al., 2018; Crunelli et al.; S. Murray et al., 2006;
Viaene et al., 2010), y las oscilaciones de estas células son cruciales en los estados
corticales de suefo y vigila (Steriade et al., 1988). La interpretacion de estas
funciones de las neuronas talamicas no integra el hecho de que neuronas taldmicas
que proyectan a la corteza pudiesen estar conectadas simultineamente a los
ganglios basales directamente con axones divergentes, es decir, que sean

neuronas multiblanco (ver Figura 4 mas adelante).

Proyecciones talamo— estriatales

Las proyecciones del tdlamo a los ganglios basales se identifican como una
de las principales vias de activacion de este sistema (Wilson CJ et al 1983). El
sistema de los ganglios basales esta constituido por una serie de ndcleos
subcorticales que son esenciales para el control de movimientos voluntarios, y
comportamientos guiados por recompensas (Berendse and Groenewegen, 1990;
Herrero et al., 2002). La principal estacién de entrada a los ganglios basales es el
estriado, el cual integra informacion tanto de la corteza como a el talamo (Berendse
and Groenewegen, 1990; Herrero et al., 2002). Actualmente se piensa que el

estriado posee 3 compartimentos funcionales, constituidos por los circuitos
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sensorimotores (que residen en el estriado dorsolateral en roedores), asociativos y
limbicos (estriado dorsomedial y ventral respectivamente) ( Balleine et al., 2009;
Belin et al., 2009; Gruber and Mcdonald, 2012; Thorn et al., 2010; Yin and Knowlton,
2006).

Las proyecciones talamo— estriatales se originan de muchos nucleos, pero
no todos ellos procesan informacion sensorial. Los nucleos taldmicos que estan
involucrados principalmente en el transmitir informacion sensorial al estriado son: el
nacleo posterior (Pom), el complejo central medial-Parafasicular (CM/Pf), el lateral
posterior (LP) y el lateral dorsal. La mayoria de la investigacion se ha enfocado en
el complejo CM/Pf ya que contiene mas neuronas talamo— estriatales que cualquier
otra region (Galvan and Smith, 2011).

En un estudio posterior en el que Hunnicutt caracterizd la inervacion del
talamo a la corteza (Hunnicutt et al 2016), el mismo grupo de trabajo generd un
estudio caracterizando las proyecciones talamo— estriatales (Hunnicutt et al 2016),
en este Ultimo integraron sus datos experimentales con los datos del proyecto Allen
Brain Institute for Brain Sciences. En este estudio se identificaron zonas del talamo
gue proyectan al estriado, a la corteza y a ambos sitios simultaneamente (ver Figura
3).

Origins of thalamic efferent projections

Thalamocortical Overlap

ONNENNNNc oNENNTIs [

Thalamostriatal Thalamocortical Overlap

Figura 3: Origenes de las proyecciones talamo— cortical y talamo— estriatal. Area del talamo
y la localizacion de las proyecciones talamo— cortical, talamo— estriatal y sobrelapamiento de las
areas. Las flechas rojas indican la delimitacion de los nucleos ventrales y las naranjas la delimitacion
de los nucleos intralaminares. Tomado y modificado de Hunnicutt et al 2016.
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De este trabajo dos tipos de evidencia son muy relevantes para nuestro
estudio: 1) Existen zonas en el tAlamo que se diferencian por proyectar al estriado
0 a la corteza 2) Existen zonas del tAlamo que contiene neuronas que proyectan
tanto a la corteza como al estriado (color blanco en el panel de la derecha, Figura
3). De manera importante, las zonas del talamo que mostraron proyectar
simultaneamente a las cortezas y al estriado fueron las que corresponden
principalmente a los grupos de nudcleos del talamo denominados intralaminares y

ventrales (flechas amarillas en la Figura 2).

Clasificacion de las neuronas del tdlamo de acuerdo a los sub-circuitos de
retroalimentaciéon estriatales

La interaccion entre el talamo y la corteza cerebral (principalmente la
neocorteza) ha dominado el campo de los estudios talamicos y es comunmente
olvidado que el talamo esta también conectado con otras estructuras telencefélicas
como: el l6bulo piriforme, amigdala, hipocampo y los ganglios basales. De todas
estas estructuras la de mayor preponderancia en proyecciones de entrada del
talamo es el estriado [nucleos: caudado, putamen, accumbens (Jones Edward G.
2007). La figura 4 muestra un ultimo modo de clasificar a las proyecciones del

talamo agrupando los circuitos y estructuras de acuerdo a sus proyecciones

estriatales.
Cortical
motor systems
Frontal cortex Sensorimotor cortex
Goal-Directed Stimulus-Controlled
Processing Stream li Thalamus _l Processing Stream
Dorsomedial striatum Dorsolateral striatum
Inputs

Figura 4: Conexiones del tdlamo hacia los circuitos controlados por estimulos (derecha) y los
circuitos de control sobre la generacion de conductas dirigidas por objetivos (izquierda).
Tomada y modificada de Alloway et al., 2017.
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Esta division enfatiza una clasificacion hecha de acuerdo con la inervacién
talamo— estriado y con la manera con la que esta involucrada en el control de
acciones dirigidas por objetivos o acciones guiadas por estimulos (Figura 4)
(Alloway et al., 2017).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para entender las contribuciones del talamo es necesario comprender
como el talamo regula a sus estructuras blanco. Las proyecciones talamo—
corticales y talamo— estriatales se implican en procesos de integracion sensorial
y/o de control motor, por lo que es de importancia critica dilucidar si estos sub-
circuitos son paralelos o divergentes o localmente inter-regulados.

Sabe que el tdlamo proyecta a la corteza y al estriado. Dentro del tAlamo
hay zonas que proyectan tanto a la corteza como al estriado, sin embargo, hasta la
fecha no se conoce si las neuronas del tadlamo involucradas en circuitos
sensorimotores proyectan simultdneamente a la corteza y hacia el estriado (es
decir, neuronas cuyo axon inerve simultaneamente tanto al estriado como a la
corteza) o en su defecto, si las neuronas tdlamicas conforman circuitos de salida
exclusivamente paralelos, existe la posibilidad de que se autorregulen localmente

antes de modular sus nucleos blanco.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION:

1. ¢Existen neuronas talamicas que proyecten simultaneamente al

estriado y a la corteza dentro de los circuitos sensorimotores?
Dada la posibilidad de que las neuronas talamicas puedan constituir circuitos

paralelos que inerven exclusivamente a la corteza o al talamo también nos

planteamos la siguiente pregunta:
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2. ¢Existe interaccion entre las neuronas talamicas que proyectan hacia

el estriado dorsolateral y las que proyectan a la corteza (M1, M2 y S1)?

Para contestar estas preguntas se plantearon las siguientes hipotesis.

HIPOTESIS
Dentro de las proyecciones talamo— corticales y talamo— estriatales existen somas
de neuronas que proyectan a ambas estructuras (estriado y corteza) formando
circuitos divergentes y somas de neuronas que proyectan en forma separada a
ambas estructuras. Dado el papel del tAlamo como estructura de relevo se propone
que la mayor parte de las neuronas de proyeccion del talamo lo hagan de manera
paralela, no obstante, en el caso de nucleos talamicos que se reconocen como parte
de circuitos motrices, limbicos y de asociacion se espera una mayor presencia de
neuronas divergentes. Asi mismo se propone que los circuitos paralelos pudieran

comunicarse entre si para poder transmitir informacion simultdnea a ambos blancos.

Para poner a prueba esta hipotesis nos planteamos los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL
Identificar si las proyecciones de neuronas talamo— corticales y talamo—
estriatales que inervan a los circuitos sensorio-motores (M1, M2 y S1 en corteza y
el DLS en el estriado) parten de las mismas neuronas talamicas o son circuitos

paralelos con posible intercomunicacion local.

Objetivos especificos
) Identificar a las neuronas talamicas que proyectan hacia la corteza (M1, M2 y S1)
y el estriado (DLS).
a) Por medio de marcajes retrogrados con retrobeads fluorescentes
b) Por medio de la expresion de proteinas reporteras de manera

retrograda y anterégrada usando vectores virales.
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II) Identificar, si las proyecciones talamo— corticales y tadlamo— estriatales

interactdan funcionalmente a nivel del tAlamo (registros electrofisioldgicos in vitro).

METODOLOGIA
Todos los procedimientos han sido aprobados por la comision interna del manejo
de animales del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM (permiso CICUAL
FTA121-17).

1. Modelo de estudio

Se utilizaron ratones C57BL/6J y ratones Vglut2-Cre de sexo indistinto de entre
mes y medio y dos meses de edad, los cuales fueron reproducidos en el bioterio
local del instituto. Los ratones Vglut2-Cre expresan la enzima Cre recombinasa bajo
el promotor del gen para la expresion del transportador vesicular de glutamato tipo

I, el cual se expresa en neuronas talamicas (Fremeau et al., 2001).

2. Marcaje retrogrado

Para responder la pregunta: ¢Existen neuronas talamicas que proyecten
simultaneamente al estriado (DLS) y a la corteza (M1, M2 y S1)? se inyectaron
trazadores neuronales retrogrados en cortezas (M1, M2, S1) y estriado (DLS) en

cerebro de raton.

2.1. Marcaje con Retrobeads
Se usaron retrobeads en dos colores de fluorescencia cuyas caracteristicas de

excitacion y emisidén se resumen en la siguiente tabla.

Wavelength (nm)
Retrosphere™ Excitation Max Emission Max
Color: (nm) (nm)
| Graan | 460 505
| Red 530 590

Tabla 1. Espectro de excitacion y emisiéon de los retrobeads usados en este estudio. Tomada
de Lumafluor Inc pagina web: https://lumafluor.com/Information.php.
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Los retrobeads son microesferas de latex de aproximadamente 0.02-0.2 pm
de didmetro, una vez que se inyectan en el tejido cerebral muestran poca difusion
lo que permite sitios de inyeccion definidos. Una vez que son transportados al soma
la marca persiste in vivo por al menos 10 semanas y un afio después de la fijacion
sin presentar citotoxicidad o fototoxicidad (Katz L.C et al., 1984).

Retrobeads Verdes

M2

Raton C57BL/6J +

Retrobeads Rojos

Talamo

Figura 5: Esquema de los sitios de inyeccidn en experimentos independientes DLS-M1, DLS
M2, DLS-S1. Arriba en verde se representa la inyeccidn de retrobeads en estriado DSL y a la derecha
en rojo la inyeccion en la corteza (ya sea M1, M2 o S1) de ratones independientes para cada corteza.
Los ratones usados para este propdsito fueron WT de la sepa C57BL/6J. En los diagramas inferiores
se representa la marca retrgrada a encontrar en los nucleos talamicos, tras inyectar retrobeads en
los sitios mencionados de arriba.

El mecanismo propuesto por el cual los retrobeads son internalizados a la
célula es debido a que pueden unirse de manera no covalente a muchas proteinas
como anticuerpos, y es posible que estas microesferas puedan entrar en la
hendidura sinaptica y mediante interacciones con moléculas presentes en la
superficie sinaptica y grupos hidrofébicos en la superficie de las esferas podrian
provocar un evento de endocitosis y una vez adentro las vesiculas endocitadas sean

transportadas por el transporte retrogrado rapido (Katz L.C et al., 1984).
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Actualmente estd documentado que los retrobeads se internalizan a traves
de la existencia de contactos sinapticos o fibras dafiadas, no son transportados por
fibras de paso intactas (Katz L.C et al., 1984) (Figura 5).

3. Expresion de Channelrhodopsina-2 para identificar si las neuronas
talamicas interactian sinapticamente dentro del talamo.

En este estudio se usaron 4 constructos virales, un par en una primera
estrategia experimental y un segundo par en una segunda estrategia experimental.
Se inyectaron virus Adeno-asociados serotipo 1 (AAV1) Cre dependientes en
corteza y estriado. Estudios previos indican que las neuronas pueden tomar
retrogradamente este serotipo de virus desde sus axones (probabilidad de entre 2-
9%) y expresar proteinas reporteras de interés en los somas de las neuronas
después de 8-21 dias (Aschauer et al., 2013).

Para poder preguntar si las neuronas talamicas interactian sinapticamente se
transfecté a las neuronas talamicas con la proteina Channelrhodopsina 2 (ChR2)
por medio de virus Adeno-asociados.

La Channelrhodopsina pertenece a una familia de proteinas llamadas opsinas
las cuales son canales i6nicos cuyos poros se abren mediante un cambio
conformacional provocado por la incidencia de luz. En particular la ChR2 es un canal
cationico sensible a luz, consta de 7 dominios transmembranales y absorbe luz
gracias a la interaccion con el cofactor retinol (Figura 6), el cual sufre un cambio
conformacional al contacto con la luz azul (A= 470 nm), ante este cambio
conformacional provoca el flujo de iones de sodio al interior de las células (Britt et
al., 2012).

ChR2 channel |__ blue light (470 nm)
L
=

7 transmembrane NH-

outside cell
++++ 4+ ++ ++++++++

proteins

inside cell
Na* @ COOH

Figura 6: Modelo de la Channelrhodopsina 2 (ChR2) acoplada a mCherry, ChR2 es funcional al
incidir luz azul sobre el cofactor retinol provocando la apertura del canal y la consecuente entrada de

iones Na*. Tomada y modificada de Abilez et al., 2011.

all-rrans retinal
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En una primera estrategia experimental que tuvo la finalidad de transfectar
neuronas talamo— estriatales con ChR2 y marcar neuronas talamo— corticales con
una proteina reportera de un color diferente (Figura 7A), se inyectaron dos
constructos virales por animal, uno en el DLS y el otro en alguna de las cortezas de
interés (ver Figura 5). El virus para expresar ChR2 fue: AAV1.EF1.dflox.
hChR2(H134R)-mCherry. WPRE.hGH. El virus utilizado para solo expresar eYFP de
manera retrograda fue: AAV1.EF1a.DIO.eYFP. WPRE.hGH.

A AVV1. ChR2-mCherry

DLS

Cx (M1:M2:51)

Raton )
VgluT2 Cre +

Th+-DLS
mChemry-ChR2
B ]
Lox P Lox P _
=l << &=
emeed e e
l Cre recombinasa J’ Cre recombinasa

> < o B R

Figura 7: Estrategia 1 de expresién de proteinas de manera retrograda por medio de virus.

A) Arriba: Esquema de la estrategia experimental 1, se muestran los sitios de inyeccion en estriado,
DSL (AAV1.EF1a.DIO.hChR2(H134R)-mCherry) y Cx (ya sea M1, M2 o S1, AAV1.EF1a.DIO.eYFP.
WPRE.hGH). B) Esquema del constructo viral para Channelrhodopsina 2 y su recombinacién por la

enzima Cre. C) Esquema del constructo viral para eYFP y su recombinacion por la enzima Cre.
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La expresion de las proteinas de interés estuvo dirigida por el promotor EFla
para expresar ChR2 en neuronas (Abilez et al 2011). Como candado adicional la
secuencia a expresar estuvo invertida y flanqueada por sitios Lox, haciendo que
solo se expresara en neuronas que contenian a la enzima Cre recombinasa. La
enzima Cre recombinasa reconoce los sitios Lox e invierte la secuencia en el sentido
correcto para que se pueda llevar a cabo la expresion de la secuencia de interés
(Figura 7B).

Al inyectar el virus de eYFP en la corteza, ademas de marcar
retrogradamente a las neuronas talamicas, se observé que un pequefio porcentaje
de las neuronas corticales tomaron el virus y expresaron la proteina. Se sabe que
las neuronas corticales poseen una proyeccion cortico— talamica, por lo que, para
probar si las neuronas talamo— corticales conectan funcionalmente con las
neuronas talamo— estriatales se ideo una segunda estrategia experimental, con la
finalidad de dotar de ChR2 exclusivamente a las neuronas talamo— corticales, sin
que exista interferencia de las neuronas cortico— talamicas.

En esta segunda estrategia experimental, se transfecté a neuronas talamo—
corticales con un virus para expresar la enzima Cre en el talamo, esto mediante un
virus retrogrado inyectado en la corteza, seguido a esto se realiz6 una inyeccién en
el talamo con un virus Cre-dependiente para expresar ChR2-eYFP en las neuronas
gue expresarian Cre (ver Figura 8). Después, para marcar las neuronas talamo—

estriatales, se inyectaron retrobeads rojos en el DLS (Figura 8).
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AAV. Retro Cre-mCherry
Retrobeads rojos (Lumaflor)

Str DLS M1

Raton +

(A

Talamo (Central-ventral)
.3.;_.\ | ] _|-| R:-GV C F:

Th-» DLS

Retrobeads rojos

Cre recombinasa

2> E—<-

Figura 8: Estrategia 2 de expresion de proteinas de manera retrograda por medio de virus. A)
Esquema de los sitios de inyeccién en estriado, DSL (Retrobeads rojos), Cx (M1: pAAV-Efla-

mCherry-IRES-Cre), Talamo centro-ventral (AAV1.EF1a.DIO.hChR2(H134R)-

eYFP.WPRE. hGH) B) Esquema de estrategia experimental 2. C) Esquema del constructo viral
para Channelrhodopsina 2 y su recombinacion por la enzima Cre.

4. Inyeccion estereotaxica

Tanto las inyecciones de retrobeads como la de vectores virales se realizd
mediante cirugia estereotaxica. Para la inyeccion de retrobeads en cada animal se
inyectd 350 nL en el DLS (coordenadas: AP 0.5, ML 2.6, DV 2) y 350 nL en alguna
de las cortezas de interés (M1, M2 o S1; Coordenadas M1: AP 1.10, ML 1.7, DV
0.7, M2: AP 1.94, ML 0.7, DV 0.7, S1: AP -1, ML 3, DV 1). Siempre gue se hicieron

inyecciones dobles, el color de retrobeads fue diferente (por ejemplo, verde en
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estriado DSL y rojo en corteza M1, Figura 5). Una vez inyectados los retrobeads,
los animales se mantuvieron en condiciones de vivarium estandar por 10 dias antes
de la extraccién del cerebro. En el caso de la inyeccion de vectores virales (AVV1)
se inyecto 350 nL en la zona de interés. Una vez realizada la inyeccién de AVV1 se

espero por 21 dias antes de extraer el cerebro de los animales.

5. Procesamiento de imagenes

Una vez que se cumplié el tiempo requerido para el transporte retrégrado los
ratones fueron anestesiados por via intraperitoneal con Ketamina 85%/Xilacina 15%
y perfundidos transcardialmente con PBS al 0.1 M, y posteriormente con PFA al 4%.
Se extrajeron los cerebros y fueron rebanados coronalmente en secciones de 100
Mm con un vibratomo (Vibratome series 1000), las secciones coronales obtenidas
fueron montadas en portaobjetos con MOWIOL. Posteriormente cada una de las
muestras fue observada en microscopio de epifluorescencia para seleccionar las
muestras a llevar al confocal. Una vez seleccionadas las zonas de interés se
obtuvieron imagenes en microscopia confocal. Se tomaron 2 tipos de imagenes:
mapas macro de la rebanada de x: 2215.39 ym, y: 1668.83 pm. De estas primeras
imagenes se seleccionaron areas para la toma de Z-stack: 10-30 ym, una imagen
cada 1um. Posteriormente Se cuantifico a todas las células marcadas
retrogradamente contenidas en estos stacks, mediante la herramienta “gradilla” del

software “ImageJ”.

6. Registros electrofisiolégicos en célula completa

Los animales fueron anestesiados con ketamina/xilacina (85%/15%
respectivamente) y transcardiamente perfundidos con solucion de sacarosa helada
saturada con 95/5% O2/COz2, con la siguiente concentracion en mM: 60 NaCl, 100
Sacarosa, 2.5 KClI, 1.25 NaH2PO4, 26 NaHCO3, 5 MgClI2, 20 Glucosa, 1 CaCl2, 3
Piruvato, 1 Acido ascorbico, posterior a ello se extrajo el cerebro y se cortaron
secciones coronales de 200-250 ym con un vibratomo (3000 Ted pella) en la misma
solucion. Una vez cortadas, las secciones fueron transferidas a un recipiente con

liquido cefalorraquideo artificial, composicion en mM: 125 NaCl, 3 KCI, 1.25
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NaH2PO4, 26 NaHCO3, 2.6 CaCl2, 1.3 MgCI2, 15 Glucosa saturado con 95/5%
02/CO2, y se dejaron incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
realizaron registros en configuracion de célula completa con pipetas de borosilicato
(6-10 MQ), rellenas con solucion interna, concentraciones en mM: 10 NaCl, 10
HEPES, 10 EGTA/KOH, 120 KMeS03, 2 MgCI2, 1 CaCl2, 2.4 Na+-ATP, 1.2 Na+-
GTP y 0.3 de biocitina (pH 7.2, 290 mOsmol/L). El liquid junction potential fue de 11
mV con esta solucion.

Los valores de potencial de membrana, umbral, y amplitud reportados en los
resultados no se corrigieron para este valor de liquid junction potential. Para los
registros las neuronas fueron visualizadas mediante un filtro infrarrojo con un
microscopio vertical (Scientifica electrophysiology) y una cdmara digital (Evolution
VF FAST mono 12 bits 32-0103B124) (Figura 10). Los registros fueron adquiridos a
través de un amplificador PC-501A (Warner Instrument Corp.) y digitalizados a través
de un NIDAQ (CB 68LP, National Instruments) en el software Im-Patch (software de

acceso abierto disefiado en LabView: http://impatch.ifc.unam.mx/).
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Figura 10: Disefio experimental para registros electrofisiolégicos en rebanadas.
A) Estrategia de registro, modo en que la luz incide sobre una rebanada coronal de cerebro
conteniendo al tAlamo, de un ratén previamente transfectado como se describe en las secciones 3-
4 de la metodologia.
B) Esquema de opto-estimulacion y registros de células del tAlamo usando en fijacion de voltaje.
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Para conocer las propiedades electrofisioldgicas de las células registradas,
como el potencial de membrana en reposo (RMP), resistencia de entrada (Rin),
umbral del potencial de accion, amplitud y ancho del potencial de accién (al 50%),
las células fueron registradas en fijacion de corriente sujetas a protocolos de
inyeccion de pulsos cuadrados de corriente (Figura 11A). La resistencia de entrada
se calculé como la pendiente de la recta generada de las curvas |-V antes de que
se generasen potenciales de accion. El umbral del potencial de accion se calculo
de acuerdo al método Il de Sekerli et al., 2004, en el cual se grafica la derivada del
voltaje con respecto al tiempo (dV/dt) contra el voltaje, en este grafico, el punto
donde dV/dt comienza a incrementar representa el valor de V del umbral del
potencial de accion. La amplitud de la espiga se calculé como el valor de voltaje
entre el umbral del potencial de accion y el maximo del potencial de accién. Por

altimo, se calcul6 la anchura (en ms) a la mitad de la amplitud del potencial de

accion.
Curva |-V
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Figura 11: A) Protocolos de inyeccion de corriente. B) Grafico representativo para estimar el umbral
de disparo, el punto sefialado con las lineas punteadas donde dV/dt comienza a incrementar es

equivalente al umbral del potencial de accién. Tomada y modificada de Sekerli et al., 2004.
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RESULTADOS
A continuacién, en las secciones “Resultados Parte 1” (1.1-1.4) se cubren los
resultados que contestan a la pregunta 1 y en la seccién “Resultados Parte 2" (2.1-

2.3) los que corresponden a la segunda pregunta.

Resultados Parte 1
Marcaje de las neuronas talamicas que proyectan a la corteza motora primaria

(M1) versus el estriado dorso lateral (DLS)

Para identificar si las neuronas del tdlamo proyectan de manera paralela o
divergente a la corteza y el estriado realizamos inyecciones dobles de marcadores
retrogrados (retrobeads, un color en la corteza y otro en el estriado) e identificamos
a las neuronas marcadas en el tdlamo. La Figura 13 muestra fotomicrografias
ejemplo de los sitios de inyeccion de retrobeads en M1 (rojo) y el DLS (verde), y la
marca retrograda que se encontré en los ndcleos talamicos.

Al realizar las cuantificaciones de las neuronas marcadas en el tdlamo se
observo, sin importar el grupo de ndcleos al que pertenecen (intralaminares o
ventrales) un mayor nimero de neuronas de proyeccion al estriado dorsolateral
comparado con la corteza M1 (n= 3 animales, Thintralaminares — DLS= 100+23 versus
Thintralaminaress— M1= 21+ 6; nucleos ventrales: Thventraes — DLS= 3942 versus
Thventrales — M1= 16+2, p<0.05 en ambos casos, Prueba U de Mann Whitney,
Figura 14 C panel izquierdo). Del mismo modo al calcular las proporciones de las
neuronas marcadas por nucleo se observé que del total de neuronas marcadas
tanto los ndcleos intralaminares como los ventrales proyectan en mayor porcentaje
al DLS (n= 3 animales, Thintralaminares— DLS= 76.9% versus Thintralaminares— M1=
16.4%; nucleos ventrales: Thventrales— DLS= 64.1% versus Thventrales— M1= 26.8%,

p<0.05 en ambos casos, prueba X?, Figura 14 C panel izquierdo).
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Retrobeads Rojos

Figura 13: Marcaje retrogrado de neuronas en el tdlamo desde la corteza motora (M1) y el
estriado dorsolateral (DLS).

A) Esquema de los sitios de inyeccion de retrobeads en M1 y DLS, y el posible marcaje retrogrado
de las neuronas talamicas. B y C) Inyeccién de retrobeads rojos en M1 y retrobeads verdes en el
DLS. D) Marca retrograda en nucleos taldmico. Las flechas rojas indican una neurona Th— M1,
flechas verdes: Th— DLS y flechas amarillas: neuronas multiblanco Th— M1-DLS. Abajo
magnificacion de la marca y abajo a la izquierda magnificacion del soma de una neurona con
retrobeads rojos y verdes.

Al cuantificarlas, el namero de neuronas multiblanco (neuronas que
presentaron ambas marcas retrogradas; n= 3 animales) observamos que en nimero
fueron pocas: e.g. 3x1 en el nicleo CM a 15+2 en el nacleo PF. No se encontraron

diferencias en el numero de neuronas multiblanco de los ndcleos intralaminares
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comparado con los ventrales (n= 3 animales, neuronas multiblanco de los
Intralaminares= 8+2 comparadas con neuronas multiblanco de los ventrales= 5+1,

p>0.05, prueba U de Mann Whitney; Figura 14 B-Derecha).
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Figura 14. Cuantificacion de las neuronas del tdlamo proyectando de manera paralela o
convergente a la corteza motor (M1) y al estriado dorsolateral (DLS).

A) Anotacion del sitio de proyeccion en circuitos paralelos Th— M1 y Th— DLS, y circuitos
divergentes Th— M1-DLS. B) Izquierda: nimero de neuronas que proyectan a M1 y DLS en todos
los ndcleos estudiados, intralaminares: PF, CM, PC, CL y ventrales: VM, VPL, VPM. Derecha:
namero de neuronas multiblanco (que proyectan a M1 y DLS simultaneamente). C) Mismos datos
de B normalizados al nimero total de células marcadas por ndcleo. D) Desglose de los datos
presentados en B en los tres niveles anteroposteriores cuantificados.

Los nucleos talamicos cuantificados se agruparon en intralaminares (PF, CM, PC, CL) y ventrales
(VM, VPL, VPM).
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Al calcular la proporcion de neuronas multiblanco, con respecto al total de neuronas
marcadas por nucleo, se observd que las proporciones de neuronas multiblanco
oscilaron de entre el 3.9% en el nucleo CM al 9.9% en el nacleo VM (Figura 14C,
derecha), no se encontraron diferencias entre las proporciones de neuronas
multiblanco entre los nucleos intralaminares comparadas con las proporciones de
los nucleos ventrales (neuronas multiblanco de los nudcleos Intralaminares 6.57%
versus neuronas multiblanco de los nucleos ventrales 9.0%, n= 3 animales, p>0.05,
prueba X?; Figura 14 C derecha). El andlisis de la proporcion de células marcadas
en el eje anteroposterior (a 3 diferentes niveles) mostré diferencias Unicamente en

los ntcleos PC y CL (n=3 animales, p>0.05, test de X?; Figura 14 D).

1.2 Marcaje de las neuronas talamicas desde la corteza motora secundaria
(M2) versus el estriado dorso lateral (DLS)

Del mismo modo que para M1, cuando se inyectaron retrobeads en M2 y el DLS
(Figura 15), se encontr6 que hay neuronas de proyecciéon a M2, neuronas de
proyeccion a DLS y neuronas multiblanco, (Figura 15D).
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Retrobeads Rojos

Figura 15: Marcaje retrogrado de neuronas en el talamo desde la corteza motora (M2) y el
estriado dorsolateral (DLS).

A) Esquema de los sitios de inyeccion de retrobeads en M2 y DLS, y el posible marcaje retrogrado
de las neuronas taldmicas. B y C) Inyeccién de retrobeads rojos en M2 y verdes en el DLS. D) Parte
superior: Marca retrégrada en nucleos taldmicos, abajo magnificaciones de un area ocupada por
neuronas marcadas con retrobeads y magnificacion de una neurona marcada con ambos colores,
es decir, una neurona multiblanco. Flechas rojas indican una neurona Th— M2, Flechas verdes: Th—
DLS y flechas amarillas: neuronas multiblanco Th— M2-DLS.
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El nimero de neuronas con marca retrograda cuantificadas en los nucleos

taldmicos mostro que los nicleos intralaminares proyectan en mayor medida al DLS
que a M2 (n= 3 animales, Thintralaminares — DLS= 63 £ 10 versus Thventrales— M2= 12
+ 0.6 p<0.05, prueba U de Mann Whitney, Figura 16B lzquierda), sin embargo,
para esta combinatoria, los ndcleos ventrales mostraron un mayor nidmero con
marca retrograda desde la corteza M2 (n= 3 animales, Thintralaminares— DLS= 1141
versus Thyentrales— M2= 40 + 10 p<0.05, prueba U de Mann Whitney, Figura 16B
Izquierda). Del mismo modo se observdé una mayor proporcién de neuronas
marcadas en los nucleos intralaminares desde el DLS (n= 3 animales, Thintralaminares—
DLS= 79.8% versus Thintralaminares— M2= 15.2 %, p<0.05, prueba X2, Figura 16 C
panel izquierdo) y los nucleos ventrales mostraron un mayor porcentaje de marca
desde M2 (n= 3 animales, Thyentrales— DLS= 21.8% versus Thyentrales— M2= 74.4 %,
p<0.05, prueba de X?, Figura 16 C panel izquierdo).
En cuanto a las neuronas multiblanco en esta combinatoria, su presencia fue
observada en todos los nucleos estudiados, observando que el nimero de neuronas
multiblanco de los nucleos intralaminares fue mayor que en los ventrales (n= 3
animales, neuronas multiblanco de los Intralaminares= 3.9 + 0.8 versus neuronas
multiblanco de los ventrales= 13 + 0.2, p<0.05, prueba U de Mann Whitney; Figura
16B derecha). No se encontraron diferencias en la proporcion de neuronas
multiblanco entre los ndcleos intralaminares versus ventrales (n= 3 animales,
neuronas multiblanco intralaminares= 4.8% versus en los ventrales= 3.7%, p>0.05,
test de X?; Figura 16 B derecha). El andlisis con respecto al eje antero-posterior,
solo en el nicleo VPL mostré un gradiente (p<0.05, prueba X2, Figura 16C).

34



A B
Circuitos Paralelos  Circuito Divergente

M2 DLS
Th+DLS ] . . =] 15
Circuitos paralelos PF I . 160 PE l
Th-+M2 'EDD; 10 g
:I Meurcnas multiblanco CM[ 7 140 CMF 1 [ g
Hronas i 0
Circuito divergente e i pcl |
CLF A CLE -
*®
VM e VM L
VPL | A VPL | -
VPM | - VPM L |
Nicleo ¥ Niicleo
Talamico Talamico
c .. . L ) D -
Circuitos Paralelos  Circuito Divergente M2 DLS
M2 DLS
. 100
=t 100 LY! 80
PF 80 PF ¥ 3 60 %
o £ 1 E
40 1
CM B cM 12 3 !
PC ’ PC 2|
cL * oL 2
VM VM ;
VPL VPL 7
2
VPM VPM 2
¥ %
* .
Nicleo Nicleo Nucleo
Talamico Talamico Talamico

Figura 16. Cuantificacion de las neuronas del tdlamo proyectando de manera paralela o
convergente a corteza premotora (M2) y al estriado dorsolateral (DLS).

A) Anotacion del sitio de proyeccion en circuitos paralelos Th— M1 y Th— DLS, y circuitos

divergentes Th— M1-DLS.

B) Izquierda: numero de neuronas que proyectan a M2 y DLS en todos los nucleos estudiados,
intralaminares: PF, CM, PC, CL y ventrales: VM, VPL, VPM. Derecha: nUmero de neuronas
multiblanco (que proyectan a M2 y DLS simultaneamente).

C) Mismos datos de B normalizados al nimero total de células marcadas por nucleo.

D) Desglose de los datos presentados en B en los tres niveles anteroposteriores cuantificados.

Los nacleos taldamicos cuantificados se agruparon en intralaminares (PF, CM, PC, CL) y ventrales

(VM, VPL, VPM).
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1.3 Marcaje de las neuronas talamicas proyectando a la corteza

somatosensorial (S1) versus el estriado dorso lateral (DLS)

A D
Retrobead Retrobeads Rojos

Figura 17: Marcaje retrogrado de neuronas en el tAlamo desde la corteza somatosensorial (S1)

y el estriado dorsolateral (DLS)

A) Arriba: Esquema de los sitios de inyeccidn de retrobeads en M2 y DLS, abajo se representa el
posible marcaje de las neuronas talamicas.

B y C) Inyeccién de retrobeads en M2 (rojo), o en el DLS (verde).

D) Marca retrégrada en nucleos taldmicos. Flechas rojas indican una neurona Th— S1, Flechas verdes:

Th— DLS y flechas amarillas: neuronas multiblanco Th— S1-DLS.
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Posterior a las combinatorias anteriores se probé inyectar retrobeads en
corteza S1 y el DLS. Del mismo modo que para las combinatorias M1-DLS y M2-
DLS, se observaron neuronas talamicas que Unicamente proyectan a S1, neuronas
gue unicamente proyectan al DLS y neuronas multiblanco. La Figura 17 muestra un
ejemplo de las neuronas marcadas en el talamo de manera retrograda desde S1 o
el DLS.

Las cuantificaciones de neuronas con marca retrograda dentro de los nucleos
talamicos en la combinatoria S1-DLS mostrO que los nucleos intralaminares
proyectan en mayor medida hacia al DLS, en comparacion con S1 (n= 3 animales,
Thintralaminares— DLS= 86 +£18 versus Thintralaminares— S1= 3013 p<0.05, prueba U de
Mann Whitney, Figura 18B, Izquierda). Los ndcleos ventrales mostraron mayor
namero de neuronas que proyectan a S1 que al DLS (n= 3 animales, nucleos
ventrales: Thventrales— DLS= 18 +1 versus Thventrales— S1= 83 £+ 5, p<0.05, prueba
U de Mann Whitney, Figura 18B, Izquierda).

Similar a las combinatorias anteriores, se encontraron neuronas multiblanco
en todos los nucleos estudiados (Figura 18B, derecha). La comparacion del nUmero
de neuronas multiblanco en los nucleos intralaminares contra las de los nucleos
ventrales mostrd que los primeros contienen mas neuronas multiblanco en nimero
(n= 3 animales, neuronas multiblanco de los Intralaminares= 13 + 0.2 en
comparacion con neuronas multiblanco de los ventrales= 9 + 0.6, p<0.05, prueba U
de Mann Whitney; Figura 18B derecha). El nimero de neuronas normalizado al
namero total marcadas por nucleo mostré diferencia entre los nucleos intralaminares
versus ventrales (n= 3 animales, neuronas multiblanco de los Intralaminares= 10%
versus neuronas multiblanco de los ventrales= 8.4%, p<0.05, prueba de X?; Figura
16B derecha). En cuanto al eje antero-posterior, en el nicleo PF mostré una
disminucién en la proporcion de neuronas de proyeccién a S1 y un aumento en la
proporcion de las neuronas de proyeccion al DLS (n=3, p<0.05, test de X?, Figura
18D). Otro nucleo en el que se encontré un gradiente de células marcadas con
respecto al eje antero-posterior fue el VM, mostrando un aumento en la proporcion
de neuronas de proyeccién a S1 y una disminucion en la proporcion de neuronas

de proyeccion a DLS (n=3, p<0.05, prueba X?, Figura 18D).

37



B Circuitos Paralelos  Circuito Divergente

51 DLS
Th=DLS Circit elos tlillll 140 15
IFCUItos parale PE
Th-+51 100 4 PF 10 4
Neuronas multiblanco CM gg cM 5
] Circuito divergente FC — 0 PC g
CL CL
*®
WM VM
VPL VPL
VPM VPM
Nicleo 3 Niicleo
D -
N o s1 DLS
Circuitos Paralelos  Circuito Divergente "
g1 DLS ] 100
x - *—
T|—|T 1 é;un or 15 % ] | W gg %
PE 60 % 10 9, ] -
40 CM 3
<0 & : : ;
PC o PC . 3
CL x CL 2
3 |
VM VM 2 *
VPL VPL VFL%
VPM VPM VEM2
" — T 3
Nicleo Nucleo Nicleo
Talamico Talamico Talamico

Figura 18 Cuantificacion de las neuronas del talamo proyectando de manera paralela o
convergente a corteza somatosensorial (S1) y al estriado dorsolateral (DLS).

A) Anotacion del sitio de proyeccion en circuitos paralelos Th— M1 y Th— DLS, y circuitos
divergentes Th— M1-DLS.

B) lzquierda: nimero de neuronas que proyectan a S1 y DLS en todos los nicleos estudiados,
intralaminares: PF, CM, PC, CL y ventrales: VM, VPL, VPM. Derecha: nUmero de neuronas
multiblanco (que proyectan a S1 y DLS simultdneamente).

C) Mismos datos de B normalizados al niumero total de células marcadas por nucleo.

D) Desglose de los datos presentados en B en los tres niveles anteroposteriores cuantificados.

Los nudcleos talamicos cuantificados se agruparon en intralaminares (PF, CM, PC, CL) y ventrales

(VM, VPL, VPM).
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1.4 Comparacion de neuronas multiblanco entre las diferentes cortezas y el
DLS
Como se observdé en los apartados anteriores 1.1-1.3 las neuronas

multiblanco existen en las 3 combinatorias estudiadas: M1-DLS, M2-DLS y S1-DLS
(Figuras 13-18). La comparacion entre las diferentes combinatorias analizadas
mostré que las neuronas multiblanco de los nucleos intralaminares del tdlamo
proyectando a S1-DLS son mas que las que proyectan a M2-DLS, sin mostrar
diferencias contra las de M1-DLS (Thintralaminares— S1-DLS: 13 * 0.2, Thintralaminares—
M1-DLS: 8 = 2 y Thintralaminares— M2-DLS: 3.9 £ 0.8, n= 3 animales, p<0.05, prueba
U de Mann Whitney, Figura 19A, parte superior del gréfico). De manera diferencial
no se observaron diferencias en el nimero de neuronas multiblanco de los nucleos
ventrales del tAlamo que proyectan a las diferentes cortezas (Thventrales— S1-DLS: 9
+ 0.6, Thventraes— M1-DLS: 5 + 0.7, Thventrales— M2-DLS: 2 = 0.5, n= 3 animales,
p<0.05, prueba U de Mann Whitney, Figura 19A, parte inferior del grafico).
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Figura 19. Neuronas proyectando simultdneamente a la corteza y el estriado.

A) Numero de neuronas multiblanco de los nicleos intralaminares del tdlamo (parte superior: PF,
CM, PC, CL) y nucleos ventrales (VM, VPL y VPM) proyectando a M1-DLS, M2-DLS o S1-DLS.
B). Mismos datos que en A normalizados al nimero de neuronas marcadas por nucleo.
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La comparacion entre la proporcion de neuronas multiblanco por corteza
normalizada al total de neuronas marcadas por nucleo mostré que en los nucleos
intralaminares existe una mayor proporcién de neuronas que proyectan a S1-DLS
en comparacion con las otras cortezas (Thintralaminares— S1-DLS: 10%, T hintralaminares—
M1-DLS: 6.5%, Thintralaminares— M2-DLS: 4.8%, n= 3 animales, p<0.05, prueba X2,
Figura 19A, parte superior del grafico). La misma normalizacion en los ndcleos
ventrales mostro que la proporcion de neuronas multiblanco que proyectan a S1-
DLS y M1-DLS es mayor que las que proyectan a M2-DLS (Thintralaminares— S1-DLS:
8.4%, Thintralaminares— M1-DLS: 9% Yy TNhintralaminares— M2-DLS: 3.7%, n= 3 animales,
p<0.05, test de X?, Figura 19A, parte superior del gréafico).
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Resultados Parte 2
2.1 Las neuronas talamo— corticales no reciben conexiones sinapticas

funcionales de las neuronas tdlamo— estriatales

Para poder contestar si existe una interaccion sinaptica a nivel del talamo de
las neuronas que proyectan al estriado (Th— DLS) sobre las que proyectan a la
corteza (Th— Cx) se marcé retrogradamente a ambos tipos neuronales utilizando

virus adeno-asociados.

AVV1. ChR2-mCherry E AAV1. eYFF

Raton
VgluT2 Cre +

Th-DLS
mCherry-ChR2

m ="

-70 mV o - i

100 ms Luz A=470 nm

Figura 20: Registros optoelectrofisioldgicos.

A) Esquema de los sitios de inyeccién de virus en M1 y DLS y de neuronas transfectadas
retrégradamente: Th— DLSchr2-mcherry Y Th— M1evFp. B) Neuronas talamicas transfectadas
retrogradamente, flechas rojas indican neuronas: Th— DLSchr2-mcherry Y flechas verdes muestran
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neuronas Th— M1eyFp. C) Registro de una neurona Th— DLSchr2-mcherry mostrando la respuesta
en voltaje ante pulsos de luz azul (8 mW) de 100 ms.

En el primer caso se expres6 ChR2-mCherry (Th— DLSchr2-mcherry) Y €n el
segundo se expresé eYFP (Th— Cxevrp). La figura 20 muestra un ejemplo de la
marca retrograda observada en los ndcleos talamico y el registro de una neurona

Th— DLSchr2-mcherry €N respuesta a pulsos de luz.
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Figura 21: Las neuronas talamo estriatales no conectan sindpticamente sobre las neuronas
tadlamo— corticales.

A, C y E) Esquema de registro y estimulacién: neuronas Th— DLSchr2-mcherry transfectadas con

ChR2-mCherry (rojo), neuronas Th— Cx transfectadas con eYFP (verde), para las tres combinatorias
exploradas
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B, D y F) Namero de neuronas registradas por nudcleo taldmico que no presentaron conectividad
sinaptica proveniente de las neuronas tadlamo-estriatales. PF: parafasicular, CM: centromedial, PC:
paracentral, CL: centrolateral, VM: ventromedial, VPL: ventral posterior lateral, VPM: ventral
posterior.

Una vez verificada la funcionalidad de ChR2 procedimos a registrar neuronas
Th— Cxevrp de tres grupos: Th— M1evrp, Th— M2ever, Th— S1evrr mientras se
activaba a las neuronas Th— DLSchr2-mcheny (Figura 20A). De un total de 19 Th—
Mlevrr, 11 Th— MZ2ever y 10 Th— S1ever neuronas registradas en los diferentes
nacleos del talamo en ninguna de estas se detectd conexion sinaptica funcional

proveniente de las neuronas Th— DLSchr2-mcherry (Figura 21B).

2.2 Las neuronas talamo— estriatales no reciben conexiones sinapticas
funcionales de las neuronas tadlamo— corticales (M1)

Continuando con la pregunta de si existe conectividad funcional de las
neuronas talamicas de proyeccion entre si, preguntamos si las neuronas talamo—
corticales conectan funcionalmente con las neuronas talamo— estriatales. Para
esto se marcO con retrobeads rojos a las neuronas tdlamo-estriatales (Th—
DLSretrobeads) Y Se transfecté Cre desde la corteza (M1) en neuronas talamo—
corticales, que en una segunda inyeccion fueron transfectadas para expresar ChR2
directamente en el tAlamo (Th—>MZ1Rretrocremcherry-chr2-evFp). Al igual que en los casos
anteriores, no se encontré evidencia de que las neuronas talamo— corticales
formasen conexiones sindpticas funcionales sobre las neuronas talamo—

estriatales (n= 4, Figura 22).
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Figura 22: Las neuronas talamo corticales a M1 no conectan sindpticamente sobre las
neuronas talamo— estriatales.

A. Esquema de registro y estimulacion: neuronas talamo— corticales (Th— M1) transfectadas con
RetroCre-mCherry + ChR2-eYFP (en amarillo). Neuronas talamo— estriatales (Th—DLS) marcadas
con retrobeads rojos.

B) NUmero de neuronas n=4 Th— DLS por ndcleo talamico que no presentaron conectividad
sindptica proveniente de las neuronas Th— M1.

PF: parafasicular, CM: centromedial, PC: paracentral, CL: centrolateral, VM: ventromedial,

2.3 La comparacién de las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas
talamicas en funcidn del sitio blanco de proyeccidon no las diferencia.
Actualmente existen estudios que han caracterizado la propiedades
electrofisiolégicas de las neuronas talamicas en funcion de su tipo de disparo
(Jhangiani-jashanmal et al., 2018), sin embargo a la fecha no se han caracterizado
las propiedades de las neuronas taldmicas segun el sitio al que proyectan. Por lo
tanto, nos dimos a la tarea de comparar las propiedades electrofisiologicas de las
neuronas talamicas registradas, segun su sitio de proyeccion (ver tabla2). Las
propiedades electrofisioldégicas que se compararon fueron: potencial de membrana
en reposo (PMR), resistencia de entrada (Rin), umbral del potencial de accion,
amplitud del potencial accion y ancho a la mitad de la amplitud (Figura 23).
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Figura 23: Respuestas del voltaje de una neurona representativa del talamo en respuesta a
inyeccion de pulsos cuadrados de corriente y ejemplificacion de la estimacion de la relacién
corriente-voltaje.

A) Ejemplo del cambio en voltaje generado en una neurona Th—S1 tras aplicar un pulso de corriente
de 40 pA de amplitud y 500 ms de duracion (linea horizontal abajo); los nimeros indican los
parametros que se tomaron en cuenta para las caracteristicas electrofisiol6gicas: 1-Potencial de
membrana en reposo, 2- Umbral del potencial de accion, 3-Amplitud del potencial de accién, 4-Ancho
a la mitad de la amplitud. Inserto a la derecha muestra una amplificacion del potencial de accion.

B) Respuestas en voltaje ante la inyeccién de pulsos cuadrados de corriente para obtener los valores
de la curva corriente-voltaje (IV) mostrada en C. PMR= Potencial de membrana en reposo,
m=pendiente, Rin= resistencia de entrada, mV = milivolts, pA pico amperes.

La tabla 2 resume la comparacion de estos parametros mostrando que
ningun parametro logro diferenciarlas dependiendo del sitio blanco con el que
conectan.
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(-46/-28)

Amplitud espiga
(mV)

64372
(B5/46.39)

67 £4.56
(87/52)

64 + 4.08
{77/53)

60 £2.17
(66/53)

Ancho a la mitad
de la amplitud
{ms)

18+03
(4/0.8)

169202
(3/1.1)

15+01
{1.9/1.2)

12201
(1.6/1)

Tabla 2. Tabla con el resumen de las propiedades electrofisioldgicas de las neuronas talamicas
analizadas en funcién de su sitio blanco de proyeccion, PMR-potencial de membrana en reposo, Rin-
Resistencia de entrada, (Max-Min)-Valores maximos y minimos registrados. Ninguna de las
comparaciones obtuvo p<0.05, prueba U de Mann Whitney.
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DISCUSION

En este trabajo de tesis nos dimos a la tarea de estudiar los circuitos talamo—
corticales y talamo— estriatales, identificando que existen neuronas talamicas que
conectan con mas de una estructura: neuronas multiblanco que comunican a
estructuras que estan involucradas con procesos sensorimotores. La existencia de
estas neuronas inervando simultdneamente al DLS y a las cortezas M1, M2 y S1
dentro de diferentes nudcleos del tdlamo no se conocia. Como segunda contribucion
también observamos que existen neuronas que proyectan Unicamente a un sitio
(neuronas paralelas) ya sea al DLS o alguna de las cortezas estudiadas. Una tercera
contribucion es el sumar evidencia que podria indicar que no existen contactos
sinapticos entre las neuronas paralelas dentro del talamo, lo que podria sugerir que
estos circuitos poseen un alto nivel de especificidad al transmitir informacion en los

blancos especificos de salida.

Una proporcion de las neuronas de proyeccion del talamo constituyen
circuitos divergentes al estriado y a la corteza, enviando conexiones

sinapticas simultdneamente a ambos blancos

Estudios previos han encontrado neuronas taldmicas multiblanco hacia
estructuras encontradas dentro de circuitos asociativos y limbicos del estriado y las
cortezas prefrontal y cingulada (Kuramoto et al., 2017), sin embargo a la fecha no
se conocia la existencia de neuronas multiblanco que proyectaran hacia regiones
sensorimotoras de los circuitos cortico-estriatales. En este estudio mostramos
evidencia de la existencia de neuronas multiblanco proyectando a los circuitos
sensorimotores cortico-estriatales, caracterizando la proporcion de estas dentro de
los nucleos talamicos intralaminares (PF, CM, PCy CL) y ventrales (VM, VPL, VPM).

Para la combinatoria M1-DLS no se encontraron diferencias en el nimero o
proporcion de neuronas multiblanco entre los nucleos intralaminares y ventrales
(Figura 14). Por el contrario, para las combinatorias de M2-DLS y S1-DLS (Figura

16 y 18) tanto el nUmero como la proporcion de neuronas multiblanco fue mayor en
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los ndcleos intralaminares en comparacion con los nucleos ventrales. De manera
importante la corteza que tuvo mayor proporcion de neuronas multiblanco fue S1,
seguido de M1y M2 (Figuras 19). El resumen de estas proporciones se presenta

en la Figura 24.
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Figura 24. Conectividad del tdlamo con regiones telencefalicas asociadas en circuitos
sensorimotores de la corteza y el estriado. En el esquema se muestra los nicleos talamicos
intralaminares (lado izquierdo) y los nacleos ventrales (lado derecho) y su conexidn con las cortezas
estudiadas, neuronas paralelas ya sea Th— Cx o neuronas Th— DLS representadas en azul y
neuronas multiblanco Th— Cx-DLS en rojo, el grosor de las lineas hace referencia a la cantidad de
neuronas que proyectan a cada sitio.

¢, Cudl es larelevancia bioldgica de la existencia de neuronas multiblanco en

los sistemas talamo— corticales y talamo— estriatales?

Sabemos que el talamo patrticipa en los circuitos tAlamo-corteza-estriado. En

los modelos clasicos se piensa que es por medio de esta interaccion que el tAlamo
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envia aferencias hacia la corteza y ésta en turno envia conexiones de regreso al
talamo pasando por el estriado (Hunnicutt et al., 2014) (ver figura 25) . El tdlamo
también envia informacién hacia otros blancos telencefalicos como lo son los
ganglios basales, y en particular al nucleo estriado (Diaz-Hernandez et al., 2018;
Hunnicutt et al., 2016). El estriado también recibe aferencias de la corteza, y termina
modulando la actividad del tdlamo a través de las salidas de los ganglios basales
[e.g. a través del globo pélido y la substantia nigra pars reticulata (Silkis, 2001)]. En
turno el tdlamo modula a las neuronas de la corteza que envian informacion
procesada a través del tracto piramidal. En conjunto estos circuitos se encargan de
transmitir y procesar la informacion del medio para generar una respuesta ante ello.
La documentaciéon de que el tdlamo pueda comunicarse simultdneamente con el
estriado y con la corteza es relevante porque: 1) no se tiene considerado en los
modelos de interaccion actual entre el la corteza-los ganglios basales y el talamo y
2) porque las neuronas multiblanco podrian fungir como monitores de las
actividades sensorimotoras debido a que conectan tanto con los ganglios basales
como con la corteza.

La observacion de que el tdlamo contiene un mayor niumero de neuronas
multiblanco que proyectan al DLS-S1 sugiere que las funciones de estas neuronas
multiblanco son de mayor importancia al transmitir sefiales a ambas estructuras
postsinapticas. Esto podria explicarse con la sugerencia de que las cortezas
motoras aparecieron después que las cortezas somatosensoriales en
mamiferos(Kaas, 2014).

. En concreto esto se dedujo de estudios en mamiferos marsupiales del género
opossum los cuales se ha propuesto poseen un nicho ecoldgico, morfologia, tamafio
corporal y cerebral similar a la del primer ancestro mamifero comdn mas antiguo
(Harris and Weinberg, 2012), observando en estos animales la ausencia de corteza
motora, y observando que la micro-estimulacion de S1 en estos organismos evoca
movimientos (Dooley et al., 2015; Frost et al., 2000). El hecho de que S1 sea la
corteza que mas posee neuronas multiblanco podria derivar de que en los primeros
mamiferos S1 era la corteza encargada de procesar la informacion sensorial y

generar respuestas motoras (Dooley et al., 2015), por ello es posible que S1
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evolutivamente hablando haya requerido de la presencia de neuronas multiblanco
que dieran informacion sobre el procesamiento de la informacion sensorial e
instrucciones motoras a diferentes estructuras cerebrales que integran, procesan y

dan respuesta a esta informacion.

Glutamato
Multiblanco ® — > Giutamato

-
Corteza Cerebral ®
M1 M2 51
¢ =
oLs |
Estriado Y _‘
9o Y @
Talamo
Y
Tallo Cerebral
Médula espinal

Figura 25. Conectividad del circuito tdlamo-cortical-ganglios basales.
En el esquema se muestran las estructuras cerebrales que estan involucradas en los circuitos
talamo-cortical-ganglios basales, las conexiones entre cada una de ellas y el tipo de neurotransmisor

en cada proyeccion. En amarillo se sefialan las aportaciones de esté trabajo: Las neuronas talamicas

multiblanco que proyectan tanto a la corteza como al estriado (Th— Cx-DLS). Tomada y modificada
de Mink, 2006.
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Dentro de los modelos que ilustran las proyecciones neuronales de las
estructuras que conforman el circuito tdlamo-cortical ganglios basales, una de las
proyecciones talamicas clasicamente estudiadas es la proyeccién talamo— cortical,
por otro lado la proyeccion talamo— estriatal ha sido pobremente estudiada y en
ocasiones suele excluirse del modelo clasico del circuito (Mink, 2006). Actualmente
existe una menor proporcion de estudios caracterizado la interaccion talamo-
estriado (Bradfield et al., 2013; Diaz-Hernandez et al., 2018; Parker et al., 2016). En
este trabajo aportamos al modelo clasico de proyecciones talamicas que ademas
de existir neuronas que son paralelas (Th— Cx o Th— DLS) existen neuronas
multiblanco (Figura 25, flechas amarillas). EI conocimiento de como el tdlamo
transmite e integra informacion, ademas de la arquitectura de sus circuitos, nos
puede abrir informacion de coOmo este sistema participa en procesos biolégicos
complejos como la consciencia (Murray et al 2006), la generacion de acciones y
ademas nos puede ayudar a comprender procesos patoldgicos. Por ejemplo en la
enfermedad de Parkinson, una caracteristica de esta enfermedad es la pérdida de
neuronas dopaminérgicas y sus inervaciones en regiones de los ganglios basales
(Mink, 2006), sin embargo, también existe desregulacion de la inervacion
dopaminérgica a la corteza y el tdlamo, en particular se ha observado que existe
una disminucién en las tasas de disparo de neuronas talamicas en zonas ventrales
motoras (Galvan and Smith, 2011; Molnar et al., 2019). Uno de los nucleos donde
se encontré un mayor numero de neuronas multiblanco fueron los nucleos VPM y el
PF, por lo que estas neuronas podrian tener un papel crucial tanto en la generacion
de acciones, como en procesos patologicos como la enfermedad de Parkinson (Lee,
2016; Molnar et al., 2019).

El sistema de proyecciones del tAlamo podria poseer un mecanismo por el
cual sus blancos de salida podrian estar censando lo que ocurre en otros sitios de
proyeccion del tdlamo y quiza funcionar como monitores de instrucciones
sensorimotoras, esto podria ser mediante las neuronas multiblanco, que, aunque
representaron el menor nimero de neuronas, estuvieron presentes en todos los

nucleos talamicos abarcados en este estudio.
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La mayoria de las neuronas talamicas de proyeccién son de proyeccion
paralela, Unicamente a la corteza, o al estriado dorso lateral, y no se
comunican entre si

De los resultados de marcaje retrogrado se observo que la mayor parte de
las neuronas talamicas son paralelas, es decir, que solo proyectan a un sitio, ya sea
la corteza o el estriado (ver Figura 25). Asimismo, los resultados opto-
electrofisiolégicos mostraron que no existe comunicacion entre las neuronas
talamicas de proyeccion a Cx o a él estriado en sus porciones sensorimotoras. Esto
es consistente con un estudio reciente de nucleo PF, en al cual se delimitaron sus
dominios limbicos, asociativos y somatosensoriales, se vio que estos circuitos no
estan localmente interconectados (Mandelbaum et al., 2019). Los resultados de esta
investigacion se suman a lo antes mencionado, siendo el enfoque de este proyecto
las porciones sensorimotoras de la corteza y el estriado.

El hecho de que las neuronas taldmicas de proyeccién no se comuniquen
entre si implica que existe cierta especificidad en estos circuitos, podria significar
gue la informacion que transmiten las neuronas talamicas ya sea a la corteza o al
estriado sea de naturaleza distinta, esto ademas sustentado por el hecho de que
existen dominios dentro de los ndcleos talamicos que se diferencian por ser de
naturaleza limbica, asociativa y somatosensorial. La division de estos dominios se
ha visto a nivel anatomico, electrofisiolégico y transcripcional (Mandelbaum et al.,

2019) sin embargo, es algo que aun necesita ser estudiado.

Las neuronas de los nucleos ventrales versus las de los nucleos
intralaminares del talamo proyectan a la corteza y al estriado de acuerdo con

lo esperado, excepto para el caso de las neuronas marcadas desde M1-DLS

Nuestros resultados y en particular la primera combinatoria estudiada
(neuronas que proyectaban a M1-DLS) mostraron que tanto los nucleos
intralaminares como los ventrales poseen un mayor numero y proporcién de
neuronas que proyectan hacia el DLS (Figura 14). Mientras que para los nucleos

intralaminares esto era esperado (Macchi G. et al., 1984) el que esto sucediera en

52



los nucleos ventrales es contrastante con lo existente en la literatura, ya que
diversos estudios han mostrado que los nucleos ventrales proyectan principalmente
ala corteza (Hunnicutt et al en 2014, Meyer et al., 2010). Esta aparente discrepancia
se puede deber a el hecho de que la metodologia usada en tales estudios ha sido
mediante el uso de estrategias de marcaje neuronal anterogrado lo cual nos muestra
la densidad de terminales axdnicas dejadas por estas neuronas talamicas en la
corteza y otras areas, de estos estudios se ha observado que la densidad axénica
es mayor en la corteza en comparacion a la densidad dejada en otras zonas
telencefalicas (Hunnicutt et al., 2014; Meyer et al., 2010). En este estudio
encontramos que el nimero y proporcion de neuronas que proyectan a M1 es menor
que hacia el DLS (Figura 14). Las diferencias entre lo que se ha encontrado en
estudios de marcaje anterégrado versus lo encontrado en este estudio podria ocurrir
debido a que el axén enviado por estas neuronas hacia M1 se ramifique en mayor
medida en corteza que los axones enviados a DLS, sin embargo, esto aln necesita
ser probado.

Existen diferentes tipos de trazadores neuronales retrogrados, no obstante,
existe un problema particular del uso de estos, tal problema se da cuando se tratan
de estudiar colaterales axénicos, ya que algunos trazadores neuronales retrégrados
tienden a subestimar la presencia de estos colaterales (Schofield et al., 2009). En
un estudio previo compararon la eficiencia de distintos trazadores neuronales
cuando se quieren evidenciar axones colaterales, los resultados arrojaron que los
retrobeads muestran el mayor porcentaje (>96%) de eficiencia al marcar colaterales
(Schofield et al., 2009), por lo que el uso de retrobeads es una buena estrategia
cuando se quieren estudiar las proyecciones de neuronas con axones colaterales.

Por ultimo, para las otras dos combinaciones de proyeccion talamica (Th—
M2/DLS; Figura 15 y Th— S1/DLS; Figura 17), el numero de neuronas en los
nacleos ventrales, que proyectan a las cortezas fue mayor en comparacion con el
namero y proporcion de neuronas que proyectan al DLS, esto de acuerdo con la
literatura existente (Hunnicutt et al., 2014; Meyer et al., 2010; Tlamsa and Brumberg,
2010).
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Por otro lado, en una investigacion reciente estudiado los campos sensorimotores
de la corteza y el tAlamo, en particular S1 y el nacleo talamico VPL, se noté que
existen efectos conductuales al estimular las fibras del nucleo VPL que llegan al
estriado, y que a su vez las neuronas que producen éste efecto son moduladas por
las aferencias sensoriales que surgen de las extremidades anteriores, de este modo
los campos receptivos del tdlamo y sus proyecciones al estriado influencian la
conducta, se sabe que el nucleo VPL es preferentemente de dominio sensorial
(Hidalgo-Balbuena et al., 2019). En nuestra investigacion encontramos que para la
combinatorias de Th— S1/DLS y Th— M2/DLS, los nucleos ventrales proyectaron
en mayor proporcion a la corteza, sin embargo, hablando de numeros, también
proyectaron fuertemente al DLS. Por el caso contrario en la combinatoria de Th—
M1/DLS mostro tener mayor proporcién de neuronas que proyectan al DLS tanto en
los nucleos intralaminares como en los ventrales, esto apoya el argumento de que
el talamo puede influenciar la conducta; y que lesionar las proyecciones del nlcleo
VPL hacia el estriado provoca efectos conductuales y que esta proyeccion podria
ser suficiente para proporcionan un contexto temporal mientras se realiza
movimiento (Hidalgo-Balbuena et al., 2019) esto a su vez podria poyar la idea de
que tanto las proyecciones parales (Th— DLS o Th— Cx) y las proyecciones
divergentes (Th— DLS-Cx) son circuitos altamente especificos que dan informacién

tanto sensorial como temporal al momento de la realizacion de una accion.
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CONCLUSIONES

1. Las neuronas talamicas multiblanco que simultdneamente inervan al estriado
y a la corteza constituyen entre el 3-15%, esto en funcion de los ndcleos
analizados.

o Los nucleos intralaminares “contienen” mas neuronas multiblanco que
los ventrales inervando en mayor medida a S1-DLS que a M1-DLS o
M2-DLS.

2. La mayoria de las neuronas talamicas de proyeccion son de proyeccion
paralela, Unicamente a la corteza, o al estriado dorso lateral, variando su
proporcion en funcion del ndcleo estudiado.

o Los ndcleos intralaminares proyectan preferentemente al DLS 65-
79%.

o Los nucleos ventrales proyectan preferentemente a las cortezas M2 y
S1 (76-75%, respectivamente) no asi a M1 (26%).

3. En cuanto a si los circuitos talamo— cortical y talamo— estriatal
(dorsolateral) se comunican entre ellos, la evidencia experimental recabada
suma evidencia de gque estos circuitos no interaccionan entre si a nivel del

talamo.
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