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RESUMEN

El principio de Dale establece que una neurona diferenciada sintetiza, almacena y
libera un solo tipo de neurotransmisor en todas sus terminales axonales. En la
actualidad, este principio es cuestionado, debido a que se han identificado
neuronas que liberan mas de un neurotransmisor. Dentro del sistema nervioso
central, las neuronas que se han identificado con la capacidad de co-liberar dos
neurotransmisores, son las neuronas dopaminérgicas, serotoninérgicas y
colinérgicas. En el caso de las neuronas dopaminérgicas, la co-liberacién ha sido
documentada en la proyeccion que existe del ATV al NAcc. Debido a que las
neuronas dopaminérgicas del ATV también proyectan a la corteza, existe la
posibilidad de que dicha co-liberacibn sea un proceso que suceda en esta
estructura. Para valorar esta posibilidad, nos planteamos evaluar dos hipétesis 1)
los axones dopaminérgicos que inervan a la CPF provenientes del ATV liberan
glutamato y, 2) la funcionalidad de estos axones regulan la iniciacion de secuencias
de acciones. Se decidi6é evaluar estas dos hipétesis en la CPF, dado que esta
estructura recibe una mayor densidad de axones dopaminérgicos provenientes del
ATV en comparacion con otras cortezas, y porque se ha sugerido que delimita el
inicio/terminacion de secuencias de acciones.

Para evaluar las hipétesis planteadas, se realizaron dos experimentos 1) Se
determiné si los axones dopaminérgicos del ATV que inervan a la CPF liberan
glutamato. Se utilizaron ratones transgénicos que expresan de manera especifica a
la opsina ChR2-eYFP en neuronas del ATV bajo el promotor de la enzima tirosina
hidroxilasa (TH-Cre), expresando esta opsina en neuronas de naturaleza
dopaminérgica. Esta metodologia permitié activar especificamente a los axones
dopaminérgicos del ATV gque inervan a la CPF, evaluando la posible liberacién de
glutamato por estos axones y, 2) utilizando los mismos ratones transgénicos en
experimentos in vivo, se realizaron manipulaciones de pérdida de la funcion,
inhibiendo selectivamente a estos axones por medio de la expresion de la opsina
Arch3.0-eYFP, mientras los animales iniciaban secuencias de acciones. Como
resultado de la evaluacion de la primera hipoétesis, identificamos corrientes
postsinapticas evocadas por la foto-estimulacion selectiva de los axones
dopaminérgicos del ATV en la CPF, observando que i) estas corrientes fueron
bloqueadas por un antagonista selectivo de receptores ionotropicos glutamatérgicos
y i) el potencial de reversion de las corrientes postsinapticas evocadas
corresponden a un potencial cercano de inversion de corrientes postsinapticas
glutamatérgicas. Con respecto a la segunda hipétesis, nuestros resultados
muestran que la inhibicién de los axones del ATV en la CPF en ventanas de tiempo
y estados conductuales especificos, retrasan la iniciacibn de secuencias de
acciones. Por lo que, a partir de estos resultados, concluimos que los axones de las
neuronas del ATV que inervan a la CPF son capaces de liberar glutamato, y que el
apropiado funcionamiento de esta sinapsis es necesaria para la iniciacion de
secuencias de acciones. Dichas conclusiones son importantes para la interpretacion
de la funcién del circuito ATV—CPF y su participacion en la iniciacion de
secuencias de acciones.



1. INTRODUCCION

1.1 Co-liberacién de neurotransmisores

El potencial de accién que se propaga por el axon hasta llegar al sitio donde se
encuentran las terminales sinapticas que contienen al neurotransmisor y a la
maquinaria proteica para la liberacion del mismo, permite que se lleve a cabo la
liberacion de neurotransmisores de la neurona presinaptica. Las vesiculas que se
encuentran en la terminal presinaptica viajan hacia el sitio activo de la terminal
presinaptica para ser liberadas, esto con ayuda de la proteina sinaptobrevina que se
une con la sintaxina, una proteina de la membrana plasmatica. Cuando el potencial
de accién llega a la terminal presinptica, ocurre una despolarizacion de la
membrana que abre canales de Ca*? dependientes de voltaje. El Ca*? que entra a la
terminal presinaptica genera un cambio conformacional de la sinaptotagmina y la
vesicula se fusiona con la membrana plasmatica, liberando su contenido. El
neurotransmisor que se libera al espacio sinaptico se une a receptores postsinapticos

y ejerce un efecto en la neurona postsinaptica (Bargas y Galarraga, 2009).

Dentro de los conceptos basicos de la neurobiologia, se establece que una
neurona diferenciada tiene la habilidad de sintetizar y almacenar un soélo tipo de
sustancia transmisora en sus terminales axonales, y que dicha sustancia al ser
liberada en el espacio sinaptico, interacciona con receptores especificos en una
neurona postsinaptica, modulando su actividad eléctrica y quimica. Este concepto es
conocido como el principio de Dale (Burnstock, 1976). No obstante, en la actualidad
se han identificado diferentes tipos neuronales capaces de co-liberar mas de un
neurotransmisor en sus botones axonales (Jonas et al., 1998; Gutiérrez et al., 2003;
Noh et al., 2010; Tecuapetla et al., 2010; Stuber et al., 2010), cuestionando la
vigencia de este principio.

En el sistema nervioso periférico, se han documentado varios casos de co-
liberacion, por ejemplo, se ha establecido que el trifosfato de adenosina (ATP) y el

neuropéptido Y (NPY) se liberan junto con la noradrenalina (NA) en los nervios



simpaticos (Fried et al., 1986). Otro ejemplo, es la co-liberacion del polipéptido
vasoactivo intestinal y el ATP junto con la acetilcolina (Ach) en los nervios
parasimpaticos (Dowdall et al., 1974). Especificamente, con respecto a la co-
liberacion de dos neurotransmisores, se ha documentado que las interneuronas de la

médula espinal co-liberan acido y-aminobutirico (GABA) y glicina (Jonas et al., 1998).

En el sistema nervioso central, también se han documentado casos de co-
liberacion. Se sabe que las neuronas del hipotalamo lateral co-liberan trifosfato de
adenosina (ATP) y acido y-aminobutirico [(GABA) (Jo y Role, 2002)], las fibras
musgosas del hipocampo co-liberan GABA y glutamato (Gutiérrez et al., 2003), las
células amacrinas co-liberan GABA y acetilcolina [(Ach) (Lee et al.,, 2010)] y las
neuronas dopaminérgicas del ATV co-liberan dopamina y glutamato (Tecuapetla et
al., 2010; Stuber et al., 2010). En cada una de estas sinapsis, la co-liberacién tiene
un papel especifico que incorpora las funciones de ambos neurotransmisores co-
liberados, interactuando temporalmente para atender funciones mas alla de lo que se
describe como funcion de un s6lo neurotransmisor (Birgner et al., 2010; Fortin et al.,
2012).

1.2 Co-liberacion de las neuronas dopaminérgicas

La importancia de estudiar la co-liberacion de neuronas dopaminérgicas, proviene
de que el inapropiado funcionamiento de estas neuronas esta asociado a varias
neuropatologias como la enfermedad de Parkinson, las adicciones, la depresion, la
esquizofrenia y las conductas compulsivas (Krishnan et al., 2007; Cao et al., 2010;
Chaudhury et al., 2013). En este contexto, el estudio de la co-liberacion procedente
de neuronas dopaminérgicas es importante para entender los procesos en los cuales
se involucran las funciones de la dopamina (Schultz, 1998; Fukuda et al., 2001,
Sesack y Carr, 2002). Los primeros datos que documentan la co-liberacion de dos
neurotransmisores por parte de neuronas dopaminérgicas datan desde 1998, cuando
se demostrd por primera vez que las neuronas dopaminérgicas del cerebro medio
tenian la capacidad de liberar glutamato en sus terminales axonales (Sulzer et al.,

1998; Joyce y Rayport, 2000). A favor de esta evidencia, también se demostro la



presencia del transportador vesicular de glutamato de tipo 2 en estas neuronas (Dal
Bo et al.,, 2004; Méndez et al., 2008; Birgner et al., 2010; Fortin et al., 2012). Sin
embargo, a pesar de que estas publicaciones sugirieron la liberacién de glutamato
por parte de neuronas dopaminérgicas, dichos estudios fueron realizados en cultivos
celulares, generando la discusion de si esto realmente sucedia en animales in vivo.
Para resolver esta discusion, se requirieron otras técnicas experimentales para
argumentar la liberacién de glutamato por parte de neuronas dopaminérgicas in vivo.
Primero, se empezé por utilizar la estimulacion extracelular de neuronas
dopaminérgicas del ATV, lograndose evocar respuestas postsinapticas mediadas por
glutamato en neuronas del NAcc (Chuhma et al.,, 2004) y en la CPF (Lavin et al.,
2005). Sin embargo, estos experimentos aun dejaban abierta la posibilidad de que
las respuestas postsinapticas se debian a los fenbmenos de liberacion polisinaptica
(por activaciéon de fibras de paso), y que las respuestas registradas en el NAcc, no
provenian directamente de la activacion de las neuronas dopaminérgicas del ATV.
Por lo que, la evidencia definitiva se establecid con técnicas de optogenética
[combinando la expresion de una proteina-canal en neuronas dopaminérgicas y sus
axones denominada Channelrhodopsin2 (ChR2-eYFP), esta opsina proviene de un
alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii (Nagel et al., 2003). Dicha opsina de
expresion transmembranal, permite su activacion por medio de pulsos de luz a 473
nm, haciendo posible la despolarizacion de la membrana celular, controlando la
actividad eléctrica de la neurona o axdén que la expresa, (Boyden et al., 2005)].
Utilizando esta técnica, y por medio de la foto-activacion de la opsina ChR2-eYFP
previamente expresada en axones dopaminérgicos del ATV que inervan el NAcc, se
lograron evocar corrientes postsinapticas excitatorias mediadas por glutamato en las
neuronas espinosas medianas del NAcc, cuando se activd selectivamente a los
axones dopaminérgicos por medio de luz (Tecuapetla et al., 2010; Stuber et al.,
2010). En el mismo afio, se demostré que la supresion selectiva del gen que codifica
para el transportador vesicular de glutamato de tipo 2 en neuronas dopaminérgicas,
eliminaba la presencia de estas respuestas postsinapticas, sugiriendo que dicho
transportador participa en la liberacion de glutamato de axones dopaminérgicos

(Hnasko et al, 2010). Sin embargo, cuando se realizaron estos mismos



experimentos para evaluar si las neuronas dopaminérgicas también liberaban
glutamato en el estriado dorsal, dicho proceso no fue observado (Stubert et al.,
2010). Por lo tanto, el descubrimiento de la liberacion de glutamato proveniente de
neuronas dopaminérgicas en el NAcc (cuya co-liberacion ocurre a través de
microdominios vesiculares independientes para dopamina y glutamato, Zhang et al.,
2015) y la evidencia de que dicho proceso no ocurre en el estriado dorsal, demostr
que no todas las estructuras postsinapticas de las neuronas dopaminérgicas

presentan la co-liberacién dopamina/glutamato.

1.3 Tipos neuronales del area tegmental ventral que proyectan a la corteza
prefrontal

El sistema dopaminérgico tiene un papel importante en procesos de recompensa,
motivacion, aprendizaje, memoria y movimiento. Su mal funcionamiento esta
asociado a trastornos como la esquizofrenia, adicciones y trastornos del estado de
animo como la depresion (Grace, 1991; Krishnan et al., 2007; Cao et al., 2010;
Chaudhury et al., 2013). En particular, el sistema dopaminérgico que proyecta a la
corteza surge de la region A10 del ATV [(ver, Figura 1) (Yamaguchi et al., 2011)]. La
region A10 del cerebro medio contiene neuronas dopaminérgicas altamente
concentradas en tres nucleos mediales del ATV [nucleo linear caudal (CLi), nacleo
interfascicular (IF) y el nucleo de rafe rostral linear (RLi)], y dos nucleos
cerebromediales laterales [nucleo parabraquial pigmentado (PBP) y nucleo paranigral
(PN)] (Oades y Halliday, 1987; Swanson, 1982; Yamaguchi et al., 2011).

Aungue la mayor poblacion de neuronas que conforman el ATV son de naturaleza
dopaminérgica (~70-80%), el ATV esta constituido por una poblacion de neuronas
GABAérgicas (20-30%) y glutamatérgicas [(~2-3%) (Hur y Zaborszky, 2005; Kawano
et al., 2006; Ford et al., 2006; Margolis et al., 2006; Yamaguchi et al., 2007, 2011;
Nair-Roberts et al., 2008; Li et al., 2013)]. Dentro de las neuronas dopaminérgicas, se
ha identificado una poblacion de neuronas dopaminérgicas que expresan un
marcador celular especifico de neuronas glutamatérgicas (esto con base a la
presencia del ARNm para la TH y el transportador vesicular de glutamato de tipo 2).
Esta poblacion de neuronas dopaminérgicas/glutamatérgicas durante el nacimiento,
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representan el 24-27% de las neuronas dopaminérgicas del ATV (Yamaguchi et al.,
2011).

Corteza prefrontal

Area tegmental ventral

Figura 1. Circuito ATV—CPF. El ATV es un nlcleo preferentemente dopaminérgico que proyecta
hacia la CPF, formando el sistema mesocortical.

1.4 La corteza prefrontal y su modulacion por dopamina

La CPF es una estructura integradora que recibe inervaciones del ATV y envia
proyecciones al NAcc y el ATV, formando un mecanismo regulatorio de
retroalimentacion (Nestler y Carlezon, 2006). Funciones como el aprendizaje, la toma
de decisiones y la memoria de trabajo, estan bajo el control de la CPF. Cuando se
compara la densidad de la inervacién dopaminérgica con las diferentes cortezas, la
CPF es la que recibe la inervacion mas densa proveniente de neuronas
dopaminérgicas del ATV (Sesack y Carr, 2002). Se sugiere que los axones
dopaminérgicos que inervan a la CPF modulan la funcionalidad de esta estructura
(Robbins y Arnsten, 2009), por ejemplo, la alteracion en la liberacion de dopamina
sobre la CPF esta relacionada con el déficit en la memoria de trabajo (Lapiz y
Morilak, 2006; Nelson et al., 2011), y se sabe que los niveles de catecolaminas
(dopamina y noradrenalina) en la CPF se ven incrementados en tareas conductuales

gue involucran eventos novedosos y de recompensa (Mingote et al., 2004).



1.5 La corteza prefrontal y su participacion durante la iniciacion de secuencias
de acciones

La CPF es una region clave que esta involucrada en la planificacion y
automatizacion de comportamientos secuenciales en busca de un objetivo, tales
como tocar un instrumento, tomar un objeto o caminar hacia un sitio especifico (Fuijii
y Graybel, 2003). Una secuencia de acciones dirigida a un objetivo, refleja la
necesidad inmediata a la resoluciébn de nuevos problemas (Neuringer y Jensen,
2010). A través del proceso de aprendizaje de secuencias de acciones, se observa la
interdependencia de las acciones, ya que una accion se vuelve mas dependiente de
las acciones anteriores e independiente de los estimulos del entorno, hasta que una
secuencia de acciones es expresada como una unidad integrada por varias acciones
(Dezfouli y Balleine, 2012). Durante tareas para el estudio de secuencias de acciones
en primates no humanos, algunas neuronas de la CPF muestran respuestas fasicas
en su actividad al iniciar y terminar una secuencia de acciones (Fujii y Graybel, 2003;
Jin y Costa, 2010), y ademas, esta estructura cortical contiene neuronas que
muestran una actividad preparatoria en la tasa de disparo para la iniciacion de

secuencias de acciones (Shima et al., 2007).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La liberacion de glutamato y dopamina se propone como una coincidencia que
modula la plasticidad sinaptica, y por ende, los procesos que involucran dichas
sinapsis (por ejemplo, memoria y aprendizaje; Schultz, 1998; Wickens, 2000;
Redgrave et al., 2010; Yagishita et al., 2014). Fue desde los afios 90’s, cuando se
sugirié por vez primera la existencia de la co-liberacion de dopamina y glutamato en
neuronas dopaminérgicas (Kaneko et al., 1990; Sulzer et al., 1998). Sin embargo,
solo veinte afios después con técnicas de optogenética, electrofisiologia y deleciones
genéticas, esta co-liberacion quedd funcionalmente establecida en animales adultos
(Tecuapetla et al., 2010; Stuber et al., 2010; Zhang et al., 2015, Kabanova et tal.,
2015). Especial interés para esta tesis, es el hecho que dichas neuronas
dopaminérgicas del ATV también proyectan a la CPF, y que el proceso de co-
liberacion de dopamina y glutamato se ha sugerido especificamente en la CPF (Lavin
et al., 2005). La CPF es una estructura involucrada en procesos cognitivos como la
toma de decisiones, la memoria de trabajo y la iniciacion/seleccion de estrategias de
comportamiento (Redgrave et al., 2010). Dados estos antecedentes, es fundamental
responder las siguientes preguntas, ¢los axones dopaminérgicos de las neuronas del
ATV que inervan a la CPF son capaces de liberar glutamato?, y de ser asi, ¢,cudl es
la contribucién de estas sinapsis durante la iniciacion/realizacion de secuencias de

acciones?



3. JUSTIFICACION

Las neuronas dopaminérgicas del ATV proyectan y modulan a la CPF. Ademas,
una poblacién de neuronas dopaminérgicas del ATV libera glutamato en el Nacc,
gracias a que poseen el transportador vesicular de glutamato de tipo 2, cuya delecion
afecta la actividad motora (Birgner et al., 2010; Fortin et al., 2012). Se sabe que la
CPF esta implicada en la iniciacion/terminacién de una secuencia de acciones, por lo
tanto, la sinapsis ATV—CPF es un blanco de investigacion para elucidar si esta
proyeccion libera glutamato y evaluar su necesidad durante la iniciacion de

secuencias acciones.

4. HIPOTESIS

Los axones dopaminérgicos provenientes del area tegmental ventral liberan
glutamato en la corteza prefrontal, modulando la iniciacibn de secuencias de

acciones.



5 OBJETIVO GENERAL

Identificar si las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral liberan
glutamato en la corteza prefrontal y evaluar la funcionalidad de estas sinapsis

durante la iniciacion de secuencias de acciones.

5.1 Objetivos particulares

1. Expresar a la proteina ChR2-eYFP o Arch3.0-eYFP de manera especifica en
las neuronas dopaminérgicas del ATV por medio de vectores virales.

2. ldentificar anatbmicamente las proyecciones de las neuronas dopaminérgicas
del ATV que inervan a la CPF.

3. Establecer la liberacién de glutamato proveniente de axones dopaminérgicos
del ATV que expresan ChR2-eYFP por medio de la técnica de fijacion de
voltaje y optogenética ex vivo, foto-activando a estos axones que inervan la
CPF.

4. Establecer una tarea de condicionamiento operante para evaluar la
funcionalidad de esta proyeccion (ATV—CPF) durante la iniciacién vy

realizacidon de secuencias de acciones.
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO

Reproduccién de ratones transgénicos TH-Cre
con ratones silvestres

Genotipificacion alos 21 dias
postnatales por PCR de punto final

Ratones positivos al
gen de la enzima Cre
recombinasa

Inyeccion viral de la Cirugia estereotaxica a Inyeccion viral de la
secuencia invertida ChR2- los 45 dias postnatales secuencia invertida
eYFP o Arch3.0-eYFP eYEP

Expresion de las opsinas por
dos semanas

Perfusion y sacrificio Secuencias de

Inmunofluorescencia acciones

Obtencion de rebanadas
cerebrales
I

Campo abierto

Registros electrofisiolégicos (ex vivo)

de neuronas del ATV y CPF y foto-

) ., Analisis de los datos
estimulacion de los axones

dopaminérgicos del ATV que inervan a
la CPF

Farmacologia

|
Analisis de datos
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Animales. Para la expresion selectiva de proteinas sensibles a luz (opsinas) en
las neuronas dopaminérgicas del ATV, se utilizaron ratones transgénicos (C57BL/6),
hembras y machos adultos que expresan la proteina Cre recombinasa en funcion del
promotor para la enzima tirosina hidroxilasa [(TH-Cre) (Tg(Th-cre)12Gsat; Gene
Expression Nervous System Atlas)]. El uso de estos animales, nos permitio la
expresion especifica de opsinas gracias a que la enzima Cre recombinasa solo se
expresa bajo el promotor de la enzima tirosina hidroxilasa. La secuencia de la opsina
contenida en el vector viral reconoce el gen exdgeno mediante cuatro regiones
llamadas sitios lIoxP e invierte la secuencia flanqueada por estas regiones para llevar

a cabo la recombinacion del material genético.

Para determinar la liberacion de glutamato en la CPF proveniente de los axones de
neuronas dopaminérgicas del ATV, se utilizaron animales de 6-10 semanas de edad.
Para evaluar la participacion de la proyeccion ATV—CPF en la iniciaciéon de
secuencias de acciones, se utilizaron animales de 8-10 semanas de edad. Todos los
animales utilizados fueron producto de la cruza de ratones transgénicos TH-Cre y
ratones silvestres C57BL/6. Los animales fueron alojados en el Bioterio durante su
reproduccion y en el vivario del Instituto de Fisiologia Celular en condiciones de
temperatura (22°C) y humedad controladas, agua y comida ad libitum y un ciclo
luz/oscuridad de 12/12 h durante la fase de experimentacion. Para la presente tesis,
todos los procedimientos se realizaron de acuerdo al protocolo N° FTA03-14
aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma
de México.

7.2 Genotipificacion. Para identificar a cada integrante de la camada de ratones, se
realizd una genotipificacion a los 21 dias postnatales. Se procedio a destetar a la
camada y realizar el sexado de cada ratén. Después, a cada raton se le colocé un
arete metalico numerado en la oreja derecha. La genotipificacion se inici6 con la

obtencion de la muestra (punta de la cola) para extraer el acido desoxirribonucleico
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(ADN). La extraccion del ADN de cada muestra, se llevo a cabo por medio de un kit
de extraccion de ADN (Thermo SCIENTIFIC). La amplificacion de la secuencia para
la enzima Cre recombinasa se realiz6 con un protocolo de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) con los
siguientes cebadores: iniciador antisentido: CACTCATGGAAAATAGCGATC e
iniciador sentido: ATCTCCGGTATTGAAACTCCAGCGC (Sigma-Aldrich, México). Al
obtener el material amplificado, los productos de la PCR se revelaron de acuerdo a
su tamafio molecular con una electroforesis en gel de agarosa (Low EEO,
USBiological Life Sciences) a 85 V por 40 minutos. La lectura del gel se efectué por
medio de un transiluminador de luz ultravioleta para determinar que ratones son

positivos al gen de la enzima Cre-recombinasa.

7.3 Cirugia estereotaxica y sistema de transfeccion. Para manipular
selectivamente la liberacion del transmisor en los axones de las neuronas
dopaminérgicas dentro de la CPF tanto ex vivo como in vivo, se expresoé la opsina
excitatoria ChR2-eYFP o la opsina inhibitoria Arch3.0-eYFP en neuronas TH-Cre del

ATV (ver més adelante) en experimentos independientes.

La cirugia de transfeccion se realiz6 en un cuarto de cirugia con un sistema de aire
acondicionado independiente, con presién negativa conectado a filtros HEPA. Para
iniciar la cirugia, los animales fueron colocados en una camara de induccién de
anestesia (E-Z Anesthesia), basada en la inhalacién combinada de isoflurano (3%) y
oxigeno medicinal (1 LPM). Posteriormente, el animal fue retirado de la camara de
anestesia y colocado en una mascara de induccién de anestesia, donde se rasuroé la
zona cefélica y se posicion6 en el sistema estereotaxico (KOPF Instruments) que
contiene wuna plataforma reguladora de temperatura (TCAT-2LV Controller,
Physitemp) para evitar la hipotermia. Se esterilizé con yodo toda la zona cefalica, se
hizo una sola incision con el bisturi para abrir la piel sobre el craneo. Posteriormente,
se limpié con agua oxigenada diluida (10%) todo el tejido conectivo que estaba
adherido al craneo, por ultimo, se limpio la zona con agua salina isotonica. Se aline6
el craneo del animal utilizando como referencia bregma y lambda (de acuerdo al atlas

del cerebro de ratén, Paxinos, 2001). Posteriormente, utilizando bregma como
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referencia, se midieron las coordenadas -3.1 mm anteroposterior y + 0.4 mm
mediolateral para ubicar el ATV, se marcaron los sitios de referencia con un
colorante, y utilizando un taladro de dentista (marathon SDE-H355PI), se realizaron
trépanos en la zona marcada para tener acceso al tejido cerebral. Finalizando este
proceso, el experimentador se colocé una bata y gorro quirdrgico por razones de
bioseguridad para la inyeccion del vector viral y asi, llevar a cabo la transfeccién. Se
cargo 1 uL del vector viral (virus adenoasociado del serotipo 1 para la opsina ChR2-
eYFP y serotipo 5 para la opsina Arch3.0-eYFP utilizados en este estudio, obtenidos
de UPPEN; ver, https://www.med.upenn.edu/gtp/vectorcore) en una micropipeta de
borosilicato (Drummond scientific, 25 pm) la cual fue estirada y cortada en un
estirador de pipetas (SUTTER Instrument) para conseguir puntas de
aproximadamente 25 um de diametro que fueron acopladas a un inyector (Nanoject Il
Drummond Scientific) que previamente fue instalado en el sistema estereotaxico. La
micropipeta se ubicd por encima del tejido cerebral, bajando -4.5 mm dorsoventral a
partir del contacto con el cerebro, sitio especifico para realizar la inyeccion del vector
viral en el ATV del raton (ver Figura 2). Se inyectaron 500 pL del vector viral en
intervalos de 4.6 nL cada 5 segundos, dejando la micropipeta dentro del cerebro
durante 20 min antes de retirarla una vez terminada la inyeccion, esto para permitir la
difusién del vector viral. Se retird la micropipeta y se procedié a infectar el hemisferio
contrario. Terminando el proceso de transfeccidn, se suturd la zona cefalica (cuando
el animal estuvo destinado a registros ex vivo) o0 se prosiguié a implantar fibras
Opticas en la CPF para la realizacion de los experimentos de inhibicion optogenética
in vivo. Se implantaron fibras Opticas de 200 um de diametro en la CPF hechas
manualmente (Sparta et al., 2012). Las coordenadas para la implantacion de fibras
fueron: +1.9 mm anteroposterior y £+ 0.8 mm mediolateral, bajando -1.8 mm
dorsoventral, y por medio de un sistema de rotacion propio del estereotaxico que
permite girar su eje longitudinal, definimos la posicion de las fibras épticas con un
angulo de 15° y -15° bilateralmente, sitio especifico de la CPF (corteza prelimbica e
infralimbica; ver Figura 11). Posterior a la cirugia, el animal estuvo en proceso de

recuperacion y observacion post-cirugia constante por tres dias.
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Figura 2. Transfeccidon de neuronas dopaminérgicas. Se representa la secuencia del constructo
que contiene el gen para las opsinas ChR2-eYFP y Arch3.0-eYFP, cuyas secuencias se encuentran
insertadas en un adenoasociado (AVV). Por medio de cirugia estereotaxica, estos adenoasociados
infectan a las neuronas cre positivas para permitir la insercién del constructo al genoma de la neurona
y de esta manera expresar las opsinas.

7.4 Preparacion ex vivo y electrofisiologia. Ratones transgénicos que previamente
fueron transfectados como se describié en el parrafo anterior (para la expresion de
ChR2-eYFP en el ATV y sus proyecciones hacia la CPF), fueron anestesiados a las
dos semanas de transfeccién con ketamina/xilacina (95 mg/l mg, respectivamente)
por via intraperitoneal y colocados en una mesa quirdrgica en posicion decubito
supino para realizar una perfusion con una solucién de sacarosa que contenia (en
mM): 234 sucrosa, 7 dextrosa, 28 NaHCOg3, 2.5 KCI, 7 MgCl,, 1.44 NaH,PO,, acido
bdrico y piruvato, burbujeada con una mezcla de 95% de O, y 5% de CO, y un pH de
7.3. Una vez perfundido el animal, se prosiguié a extraer el cerebro para obtener
rebanadas coronales, ya sea del ATV o de la CPF segun el experimento del dia
(utilizando un vibratomo; Lancer 1000). Las rebanadas que se obtuvieron fueron de
250 um de grosor, siendo colectadas en una camara de estabilizacién que contenia
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una solucion externa (en mM: 128 NacCl, 3 KClI, 2 MgCl,, 1.25 NaH,PO4, 24 NaHCOs3,
10 Glucosa y 2 CaCl, con un pH de 7.3 y oxigenada a 95% de O, y 5% de CO, a pH
7.3) a temperatura ambiente alrededor de 30 minutos antes de su posicionamiento
para registros. Después del proceso de incubacion, se seleccion6 una de las
rebanadas y se coloco en el sistema de electrofisiologia in vitro, visualizando a las
neuronas con un objetivo de inmersion de 40X con iluminacion infrarroja e
iluminacion fluorescente conectada a una camara y un monitor. Se registraron
neuronas transfectadas con ChR2-eYFP del ATV (ver Figura 3) o neuronas de la
CPF, realizando el acceso al interior de la célula luego de haber formado un gigasello
[(el sello en la modalidad de fijacibn de voltaje, previamente compensado la
diferencia del potencial entre la solucién contenida en la micropipeta de registro (en
mM: 130 de gluconato de potasio, 10 KCI, 10 HEPES, 10 EGTA, 2 MgCl,, 2 Na'-
ATP, 0.3 Na’-GTP a pH 7.3) y la solucion externa; también se compensé la
resistencia del electrodo (3-6 MQ), previo a la formacién del sello]. Los registros de
fijacion de corriente y de fijacion de voltaje en la configuracion de célula completa se
hicieron usando un amplificador Axoclamp-2B (Axon Instruments) que fue conectado
a un osciloscopio y controlado por un ordenador equipado con una tarjeta de
conversion analdgica digital (Labview, National Instruments). Los registros
electrofisiolégicos de fijacion de corriente se realizaron con el potencial de membrana
en reposo de las neuronas. Cuando los registros se realizaron en la modalidad de

fijacion de voltaje, se ajusté un potencial de fijacion a -60 mV.
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Figura 3. Estimulacion optogenética de neuronas TH Cre / ChR2 eYFP. Por medio de estimulacion
optogenética se activan a las opsinas ChR2 previamente expresadas en neuronas Cre positivas,
manipulando de manera especifica su actividad eléctrica.

7.5 Estimulacion optogenética ex vivo. Una vez obtenido el acceso al interior de la
célula, se realiz6 la estimulacién optogenética, ya sea de las neuronas del ATV (ver
Figura 3) o de los axones dopaminérgicos transfectados con la opsina ChR2-eYFP
provenientes del ATV—CPF (ver Figura 4) con luz azul, derivada de una lampara de
fluorescencia, controlando la via de paso de la luz con un obturador de alta
resolucién (Lambda LS; SUTTER Instrument), y utilizando un filtro previamente
disefiado para iluminar en el rango de 470 +10 nm, (Nikon B-2A). La intensidad de
luz utilizada en estos experimentos fue de 1 a 3 mW (la intensidad fue registrada con
un medidor de poder de luz; Thorlabs PM100D). Como protocolo de estimulacion, se
utilizaron pulsos de 10-20 ms, los cuales produjeron una despolarizacion neuronal
(en el caso del ATV), o para evocar corrientes postsinapticas en las neuronas de la

CPF (en el caso de la foto-activacion de axones del ATV—CPF).
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Figura 4. Activacidon optogenética de los axones TH/ChR2-eYFP en la corteza prefrontal. Las
neuronas dopaminérgicas TH/ChR2-eYFP del &rea tegmental ventral medial inervan a la corteza
prefrontal. En el panel superior de la derecha se representan una corriente postsinaptica evocada en
neuronas piramidales al foto-estimular a los axones TH/ChR2-eYFP provenientes del ATV.

7.6 Farmacologia. Después de evocar corrientes postsinapticas en neuronas de la
CPF por medio de la foto-estimulacion de los axones dopaminérgicos que provienen
del ATV—CPF, se comprobd6 si las corrientes postsinapticas generadas eran de
naturaleza glutamatérgica, aplicando a la perfusion el antagonista glutamatérgico 6-
ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX) a una concentracion saturada (10 pM,;
Ross et al., 2014), un antagonista de receptores inotrépicos de tipo AMPA (a—amino-

3-hidroxil-5-metil-4-isoxazolpropidnico).

7.7 Funcionalidad del circuito ATV—-CPF. Para evaluar la contribucion de la
proyeccion ATV—CPF, realizamos inhibiciones optogenéticas de los axones

dopaminérgicos provenientes del ATV en la CPF. Las inhibiciones optogenéticas
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fueron realizadas en dos ventanas temporales, mientras los animales realizaban la

iniciacion o realizacion de secuencias de acciones (ver Figura 11).

7.8 Manipulacién optogenética durante la iniciacion o realizaciéon de
secuencias de acciones. Se entrenaron a los animales para auto-iniciar secuencias
de acciones de manera ordinal (donde la accion es presionar una palanca) y de esta
manera obtener una recompensa (sacarosa al 10%). A lo largo del entrenamiento los
animales fueron privados de agua por 8 horas antes de cada sesion de
entrenamiento. Su peso fue mantenido alrededor del 80-85% con respecto a su peso
inicial, controlando la ingesta de alimento. En la primera sesion, el animal fue
colocado en una caja de comportamiento operante que consta de un comedero y una
palanca situada en la zona izquierda (MED associates). Durante esta primera sesion
de entrenamiento, se colocO una jeringa con sacarosa al 10% en una bomba que
liberé aleatoriamente sacarosa (20-25 uL; recompensa), cuya finalidad era que el
ratbn asociara que en el comedero habia recompensas (ver Figura 5). Al dia
siguiente, al animal se le presentdé una palanca. En esta sesion, si el animal
presionaba la palanca, recibia una recompensa, dejando la opcién de conseguir 15
recompensas o dejar pasar media hora para terminar la sesion. En la sesion
posterior, se estableci6 que el animal recibiera una recompensa cada vez que
presionara la palanca, terminando la sesion si el animal recibia 30 recompensas
(reforzamiento continuo de 30 presiones) o si la sesion llegaba a los 30 min.
Posteriormente, los animales fueron sometidos a 12 sesiones con razén fija de 8
presiones para que el animal recibiera una recompensa, finalizando la sesién cuando
el animal recibi6 30 recompensas o 30 minutos trascurridos. Este numero de
sesiones en razon fija de 8 presiones (12 sesiones) fue elegido con el objetivo de
alcanzar un desempefio Optimo para que el animal auto-iniciara secuencias al
presionar la palanca de manera estable. Previo a las manipulaciones optogenéticas
in vivo, los animales fueron habituados a la conexion con fibras Opticas para la
iluminacion de los axones que previamente habian sido transfectados como se
describié previamente (ver apartado 6.3 de la metodologia). Después de la
aclimatacioén, los animales fueron foto-estimulados en cada sesion de razon fija de 8

presiones durante dos ventanas temporales 1) durante la iniciacion de secuencia de
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acciones (ver Figura 11D, E, F) o 2) durante la primera presién de la secuencia de
acciones (ver Figura 11G, H, 1). Para activar la iluminacion durante la primera
ventana temporal, se tomé como ventaja el caminar estereotipado que los animales
habian desarrollado al dirigirse del comedero hacia la palanca, por lo que, colocando
un sensor infrarrojo en esta via, cada que el animal rompia este sensor después de
haber consumido una recompensa (detectado por la medicion en la cantidad de
lenglietazos realizados), se generaba un pulso TTL acoplado a un laser (CNI
Lasers), que conectado a las fibras Opticas implantadas en la CPF, enviaron pulsos
de luz dentro del cerebro (un pulso de luz verde de 5 segundos en cada ensayo que
recibié estimulacion). Entonces, siguiendo este protocolo descrito, cada animal tuvo
ensayos con iluminacion y sin iluminacion durante la misma sesion. La segunda
ventana temporal de estimulacion se llevd a cabo usando como generador del pulso
TTL la primera presion de la secuencia de presiones en la palanca, activando la
iluminacién. La foto-estimulacion fue aleatoria, y se adjunté el ndamero de
estimulaciones para cubrir el 50% de ensayos con estimulacién versus el otro 50%

sin estimulacion.
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Fase 1 Pre-entrenamiento =» Recompensa aleatoria & Fase 2 Una accién = Una presién de la palanca [ll =» Una recompensa ¢

Un dia 3 dias Reforzamiento continuo de 15y 30 presiones

Fase 3 Una secuencia de acciones = 8 presiones de la palanca =» Una recompensa

EEEEEEEE &

12 dias Razon fija de 8 presiones

Figura 5. Tarea conductual de secuencias de acciones. Para establecer una tarea especifica en el
estudio de secuencias de acciones se entrenaron ratones en tres fases, la primer fase consistié en
que el ratébn asociara que existe una recompensa, en la fase 2 se estableci6 la relaciéon palanca-
recompensa y en la Ultima fase el ratén asocié que al presionar 8 veces la palanca se le otorga una
recompensa. Esta conducta permite estudiar la iniciacion de secuencias de acciones.

7.9 Campo abierto. Para evaluar los posibles efectos de las manipulaciones
optogenéticas sobre la motricidad (midiendo el desplazamiento horizontal), se
evaluaron los movimientos del animal en la prueba de campo abierto durante
ensayos en los que recibié inhibicion optogenética versus un periodo de un segundo
antes de la estimulacion (ver Figura 12). Para esto, el raton fue colocado en una caja
de campo abierto de acrilico de 40 cm x 40 cm, con una altura de 31 cm. La sesion
tuvo una duracion de diez minutos presentando una estimulacion cada minuto (un

pulso de luz verde de 5 segundos).

7.10 Inmunofluorescencia. El circuito ATV—CPF fue analizado con la técnica de

imagen de inmunofluorescencia para observar los cuerpos celulares del ATV y sus
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axones sobre la CPF. Ratones transgénicos que previamente fueron transfectados
como se describié en el apartado 6.1 (para la expresion de ChR2-eYFP o Arch3.0-
eYFP en el ATV y sus proyecciones hacia la CPF), fueron anestesiados a las dos
semanas de transfeccion con ketamina/xilacina (95 mg/1 mg, respectivamente) por
via intraperitoneal y colocados en una mesa quirdrgica en posicién decubito supino
para realizar una perfusién con solucion salina isoténica y paraformaldehido al 4%.
El cerebro fue removido de la cavidad craneal y almacenado en un frasco con
paraformaldehido al 4% por 24 h. Posteriormente, el cerebro fue lavado 5 veces con
PBS 0.1 M, pH 7.3 y se procedi6 a realizar cortes coronales de 50 um del ATV y de
la CPF. Las rebanadas se colocaron en una solucion bloqueante de albumina sérica
bovina 'y PBS 0.1 M con Triton al 0.3% por 40 min a temperatura ambiente. Después
se hicieron 3 lavados por 5 min en PBS 0.1 M, pH 7.3. La reaccion antigeno-
anticuerpo se llevé a cabo con un anticuerpo primario policlonal conejo anti-tiroxina
hidroxilasa (AB152, Merck Millipore) en una dilucién 1:500 en PBS 0.1 M, pH 7.3 y
Triton al 0.3% dejandose en agitacion moderada por 12 h a temperatura ambiente.
Terminando esta reaccion, se hicieron 3 lavados por 5 min en PBS 0.1 M con pH de
7.3. Luego se adicion6 el anticuerpo secundario burro contra conejo (711-165-152,
Jackson ImmunoResearch) en una diluciéon 1:500 en PBS 0.1 M, pH 7.3 y Triton al
0.3 % con una incubacion de 2 h a temperatura ambiente en agitacion moderada. Se
retird el anticuerpo secundario y se hicieron los ultimos 3 lavados por 5 min en PBS
0.1 M, pH 7.3. Se procedié a montar los cortes en portaobjetos, se colocaron gotas
de un medio de montaje para preservar la fluorescencia de las rebanadas
(Vectashield) que contiene DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol), un marcador fluorescente
gue se une a regiones enriquecidas en adenina y timina en las secuencias de ADN.

Las muestras se cubrieron y almacenaron a 4°C.

7.12 Andlisis de datos. Los datos se compararon contra su propio control (en el
mismo experimento se tomo un tiempo de registro como referencia), la estadistica
que se realizo fue la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis dado que compara dos
muestras relacionadas sin asumir distribucidon normal y determina si las poblaciones
de datos comparables provienen o0 no de una misma distribucion. La significancia de

los datos se acepto con un valor p< 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 Expresion de las opsinas ChR2-eYFP y Arch3.0-eYFP en neuronas
dopaminérgicas del area tegmental ventral.

Para poder manipular especificamente los axones dopaminérgicos del ATV en la
CPF, necesitabamos de una estrategia que nos permitiera expresar opsinas
microbianas especificamente en estos axones. Para este fin, se selecciono el uso de
la linea de ratones transgénicos TH-Cre (FI12). Para evaluar la especificidad de esta
linea, determinamos en el cerebro de un animal para expresar ChR2-eYFP y un
animal para expresar Arch3.0-eYFP, la proporcibn de neuronas transfectadas
(expresando la proteina amarilla fluorescente eYFP; proteina reportera acoplada a la
expresion de la opsina) que fueron inmunopositivas a la marca para la enzima
tirosina hidroxilasa (TH, enzima limitante para la sintesis de dopamina y en este caso
marcador celular especifico para determinar si una neurona es de naturaleza
dopaminérgica). En la Figura 6A se observa el esquema general de transfeccion en
el cerebro de un raton TH-Cre. Una vez transfectado el animal para la expresion de
la opsina, se permiti6 que esta proteina se expresara por al menos 2 semanas,
posteriormente se obtuvieron rebanadas coronales de 50 um, de las cuales el 30%
(una rebanada cada 150 upm) fueron montadas (cubiertas con Vectashield para
observarlas al microscopio; Figura 6B) para tomar imagenes por medio de
microscopia de fluorescencia y observar el sitio de infeccibn de la opsina, o
consignadas a inmunomarcaje para detectar a la enzima TH (Figura 6C), en este
caso reveladas con un anticuerpo secundario que emite en el espectro rojo a una
longitud de onda de 570 nm, (para mas detalles, ir a la metodologia) para evaluar la
co-localizacion de ambas sefiales en estas neuronas. Posteriormente, al realizar un
conteo de las neuronas inmunopositivas para la marca de la transfeccion
(expresando la opsina) y la presencia de la enzima TH en las neuronas del ATV,
cuantificamos la expresién de ChR2-eYFP en 104 neuronas, de las cuales 100
presentaron ambas marcas, representando el 96.15% de colocalizacion para ambas

proteinas: la opsina microbiana (verde) y la marca para TH (rojo); y el 100% de
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colocalizacion en un ratébn TH-Cre cuando evaluamos la expresion de la opsina
Arch3.0-eYFP y el inmunomarcaje para la enzima TH (Figura 6D). Estos datos nos
permitieron concluir que la linea TH-Cre (FI12) tiene un alto grado de especificidad

para expresar opsinas microbianas en neuronas dopaminérgicas del ATV.

A AVV1.1 -DIO-ChR2 -eYFP B Colocalizaciéon de la opsina y la enzima TH

o
AVV5.1 -DIO-Arch3.0 -eYFP o ChR2 -eYFP/TH P Arch3.0 -eYFP/TH

(@)
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% de colocalizacién

Ratén TH-Cre

Colocalizacion Colocalizacién

D 3- eYFP Co-localizacién Opsina/TH

)

200Hm

20um e 4 P20pm

Figura 6. Expresion de la opsina ChR2-eYFP o Arch3.0-eYFP en neuronas dopaminérgicas del
area tegmental ventral

(A) Representacidn esquematica del sitio de inyeccion del AAV1.1 en el area tegmental ventral.

(B) Esquema grafico de una rebanada coronal del area tegmental ventral en ratén.

(C) Porcentaje de neuronas que co-localizan para ambas marcas (Opsina: ChR2-eYFP o Arch3.0-
eYFP y enzima tirosina hidroxilasa: TH).

(D) Primer panel superior a la izquierda: fotomicrografia confocal de una rebanada coronal tomada con
un objetivo 10X mostrando un acercamiento a 20X de la zona transfectada en el ATV con las opsinas
microbianas (primer recuadro verde en B). Siguientes tres paneles de izquierda a derecha muestran la
expresién de la proteina amarilla fluorescente (eYFP; proteina reportera de la expresion de la opsina
ChR2), mismo campo presentando marca para la enzima TH, y colocalizacion de ambas marcas. Las
flechas en el panel de la derecha resaltan a las neuronas co-localizando ambas marcas (eYFP y TH).
El tiempo de expresion de ambas opsinas fue de 14 dias.
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8.2 Excitabilidad de las neuronas dopaminérgicas infectadas con AVV1.1-DIO-
ChR2-eYFP.

Una vez verificada la expresién de la opsina ChR2-eYFP en neuronas del ATV,
realizamos experimentos de electrofisiologia de fijacibn de corriente ex vivo en
neuronas previamente transfectadas (Figura 7). Esto, con la finalidad de evaluar la
activacion funcional de la ChR2-eYFP para controlar el disparo de las neuronas TH-
Cre/ChR2-eYFP del ATV. Para este fin, obtuvimos rebanas coronales del ATV de
ratones TH-Cre de 6 semanas de edad previamente infectados (dos semanas antes)
con el vector viral AVV1.1-DIO-ChR2-eYFP para la expresion de la opsina ChR2-
eYFP (Figura 7A, B, C). Identificamos a las neuronas dopaminérgicas por su
localizacion anatomica y la fluorescencia emitida, ya que la expresion de la opsina es
especifica en neuronas TH-Cre (Figura 7B). Por medio de la foto-estimulacion con
pulsos de luz azul a una longitud de onda de 473 nm, se lograron evocar potenciales
de accion en las neuronas registradas en respuesta a estos estimulos generados a
diferentes frecuencias, que van de los 5 Hz a los 50 Hz (ver Figura 7D, E, F). Al
cuantificar la fidelidad de las neuronas dopaminérgicas para generar potenciales de
accion en funcion de las frecuencias de estimulacion, observamos que, sélo cuando
utilizamos frecuencias por debajo de los 20 Hz, la fidelidad para seguir los pulsos de
luz fue del 96.66% (Figura 7G). Estos resultados muestran que por debajo de los 20
Hz es posible activar a la opsina ChR2-eYFP expresada en neuronas TH-Cre/ChR2-
eYFP del ATV con una alta probabilidad.
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Figura 7. Activacion de neuronas dopaminérgicas TH Cre que expresan la opsina ChR2-eYFP
ex vivo

(A) Representacion grafica de la zona de registro electrofisiolégico y ubicacion de la fluorescencia
para la estimulacién optogenética de neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral.

(B, C) Imagen de microscopia de fluorescencia de una neurona que expresa ChR2-eYFP a 40X y la
zona de insercién de la micropipeta para el registro electrofisiolégico a 10X.

(D, E, F) Estimulacion optogenética de neuronas TH-Cre/ChR2-eYFP con pulsos de luz azul a
diferentes frecuencias de estimulacion.

(G) Probabilidad de generacion de potenciales de accion evocados por la estimulacion optogenética.
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8.3 Inervacion de la corteza prefrontal por axones dopaminérgicos del area
tegmental ventral

Después de evaluar la funcionalidad de la activacion de la ChR2-eYFP por medio de
pulsos de luz azul, procedimos a corroborar que las neuronas del ATV envian sus
proyecciones a la CPF. Para este fin, de igual manera como lo describimos para la
Figura 2 y 6, transfectamos ratones adultos TH-Cre a las 6 semanas de edad para
expresar la opsina ChR2-eYFP o Arch3.0-eYFP (Figura 8A), obteniendo cortes
coronales de la CPF de 50 um (Figura 8B), a los cuales les realizamos un
inmunomarcaje para la enzima TH, y posteriormente identificamos si los axones
dopaminérgicos provenientes del ATV en la CPF expresaron la opsina ChR2-eYFP o
Arch3.0-eYFP, derivada de la transfeccion viral en el ATV, revelado por la

colocalizacion de ambas marcas (Figura 8B, C).
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Figura 8. Inervacion de la corteza prefrontal por axones dopaminérgicos del area tegmental
ventral.

(A) Representacion de la zona de infeccion del area tegmental y su proyeccion hacia corteza
prefrontal.

(B) Representacion grafica de un corte coronal que indica la zona de inervacidon por axones
dopaminérgicos provenientes del area tegmental ventral. Imagenes de microscopia confocal a 10X de
una rebanada coronal de raton TH-Cre que muestran a los axones dopaminérgicos procedentes del
area tegmental ventral. Estos axones expresan la opsina ChR2-eYFP, son inmunopositivos para la
enzima tiroxina hidroxilasa y co-localizan ambas sefiales ChR2-eYFP/TH.

(C) Imagenes tomadas en microscopia confocal a 20X de un corte coronal de raton TH-Cre, cuyos
axones expresan la opsina Arch3.0-eYFP, son inmunopositivos para la enzima TH y co-localizan
ambas sefiales.
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8.4 Potenciales postsinapticos excitatorios evocados en la corteza prefrontal
por la activacion de axones dopaminérgicos provenientes del area tegmental
ventral.

Después de haber confirmado la inervacién de axones dopaminérgicos del ATV en la
CPF, realizamos experimentos de electrofisiologia ex vivo con la técnica de fijacion
de corriente para observar el disparo de las neuronas de la CPF vy fijacion de voltaje
en la configuracion de célula completa en las mismas neuronas (Figura 9). Para
estos experimentos, como ya previamente describimos, transfectamos ratones
adultos TH-Cre de 6 semanas de edad con la opsina ChR2-eYFP y obtuvimos
rebanadas coronales de la CPF para registros de rebanada ex vivo. Una vez que se
realizo el acceso al interior de la célula, le inyectamos pulsos de corriente positiva y/o
negativa de 100 pA para caracterizar la relacion corriente-voltaje (I-V) de la célula
registrada (Figura 4A, B), obteniendo una resistencia de entrada de 166.43 MQ.
Después de haber caracterizado la relacién I-V, procedimos a foto-estimular a los
axones circundantes de la célula registrada con pulsos de luz azul de 473 nm, cada
pulso tuvo una duracién de 10-20 milisegundos en intervalos de 5-10 segundos
(Figura 9C) manteniendo el potencial de mantenimiento a -60 mV. Siguiendo este
procedimiento, en 3 células de 24 neuronas registradas (n=10 ratones) observamos
corrientes postsindpticas evocadas por el pulso de luz (promedio de la amplitud
13+0.93 pA, 84 trazos, n=3 células Figura 9E). De estos casos, en una de estas
células, teniendo las corrientes postsinapticas (condicién control; Figura 9E),
logramos perfundir en la solucién de registro, el antagonista CNQX (10 uM)
especifico para receptores ionotropicos de tipo AMPA, blogueando la sefial evocada
por la foto-estimulacion (promedio de la amplitud control 27.88+1.9 pA, promedio de
amplitud bloqueada 1.22+0.7 pA, Figura 9F, 1) y de manera importante, para
corroborar el efecto del antagonista, recuperamos dicha sefal al realizar un lavado
(promedio de la amplitud recuperada 16.55+0.86, Figura 9G, I). Estos resultados
muestran que la activacion selectiva de los axones del circuito ATV—CPF son
capaces de evocar corrientes postsinapticas excitatorias sensibles al antagonista de

receptores a glutamato y, que dicho bloqueo de la sefial no fue consecuencia de una
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pérdida de la sefal coincidente con la perfusion del antagonista, ya que se pudieron
lavar dichos efectos cuando se quit6 el antagonista.
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Figura 9. Corrientes postsinapticas evocadas en la corteza prefrontal por la activacion
optogenética de los axones dopaminérgicos provenientes del area tegmental ventral

(A, B) Representacién grafica de la zona de registro y fotomicrografia a 10X mostrando la micropipeta
sobre la neurona registrada y la zona de registro que muestra la fluorescencia de los axones
dopaminérgicos infectados con ChR2-eYFP. (C) Propiedades de disparo de una neurona cortical con
la técnica de fijacion de corriente. (D) Curva corriente-voltaje (IV), de la cual se calcula la resistencia
de la neurona cortical mostrada en A. (E) Corriente postsinaptica evocada por la estimulacion
optogenética con un pulso de luz de 20 ms a 473 nm de los axones dopaminérgicos provenientes del
ATV en la CPF. (F) Bloqueo de la corriente postsinaptica por el antagonista CNQX de receptores
glutamatérgicos de tipo AMPA. (G) Lavado y recuperacion de la corriente postsinaptica generada por
la activacion optogenética de axones dopaminérgicos provenientes del ATV en la CPF. (H) Promedios
de las corrientes postsinapticas control (morado), el bloqueo por CNQX (negro), el lavado,
recuperacion de la sefial (verde). (I) Cinética del bloqueo por CNQX de las corrientes postsinapticas
presentadas en E-H. Primero se observa la amplitud del pico de las corrientes postsinapticas
generadas por la luz azul (control), seguidas de la perfusion del CNQX, y después el lavado para la
recuperacién de la sefial.
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8.5 El potencial de reversion de las corrientes postsinapticas evocadas por la
activacion optogenética de los axones provenientes del area tegmental ventral
en la corteza prefrontal revierte cerca del potencial de reversion de corrientes
postsinapticas mediadas por receptores glutamatérgicos.

Como alternativa para evaluar si las corrientes postsinapticas evocadas al activar los
axones del ATV—CPF en efecto corresponden a la liberacion de glutamato,
proseguimos a evaluar el potencial de reversién de dichas corrientes postsinapticas.
Para esto, realizamos registros como los descritos en la Figura 9, utilizando la
técnica de fijacion de voltaje. Una vez obtenidas las corrientes postsinapticas
evocadas por estimulacion optogenética, se vari0 manualmente el voltaje de
mantenimiento de -70 mV a 0 mV y luego a +30 mV (Figura 10C, D, E) para calcular
la amplitud de las corrientes postsinapticas excitatorias evocadas (-70 mV=-15+1.33
pA; 60 trazos; 0 mV= -4+£0.98 pA, 32 trazos; +30 mV= 18+2.96 pA, 53 trazos). Con
estas amplitudes construimos la curva corriente-voltaje realizando un ajuste lineal
que cruza por los tres puntos. Observamos que el cruce del ajuste intercepta el eje
del voltaje en -11 mV, valor cercano al potencial de reversibn de receptores
ionotropicos de tipo glutamatérgico [Figura 10B; Burnashev et al., 1992 (-1.24+1.82
mV); Koh et al., 1995 (-4£2.6 mV); Otis et al., 1995 (-10.17+5.68 mV); Noda et al.,
2000 (-10 mV); Suzuki et al., 2008 (-4.32+2.13 mV)].
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Figura 10. El potencial de reversion de las corrientes evocadas por estimulaciéon optogenética
de los axones del area tegmental ventral en la corteza prefrontal es similar al potencial de
reversion de corrientes postsinapticas mediadas por receptores glutamatérgicos.

(A) Representacion gréfica de la zona de registro de la neurona cortical y estimulaciéon optogenética
para la evocacién de potenciales postsinapticos excitatorios.

(B) Datos experimentales y ajuste lineal de los mismos, para evaluar el potencial de reversién de las
corrientes postsinapticas mostradas en C-F.

(C, D, E) Variacién del voltaje de mantenimiento de la neurona registrada que demuestra la reversién
en la direccion de las corrientes postsinapticas en -11 mV. Las corrientes son evocadas por un pulso
de luz azul representado por la barra azul encima de cada panel.

(F) Promedio de las corrientes postsinapticas presentadas en C-E.
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8.6 El circuito ATV—CPF es necesario para la apropiada iniciacion de
secuencias de acciones.

Los datos de los experimentos ex vivo, nos hicieron suponer que el circuito
ATVaxones—CPF tuviese una funcionalidad a nivel conductual, por lo tanto, para poner
a prueba la participacion de este circuito en animales in vivo, decidimos evaluar la
participacion del mismo en ratones adultos TH-Cre, mientras iniciaban/realizaban
secuencias de acciones (ver Figura 11), conducta que ha sido estrechamente
vinculada al apropiado funcionamiento de la CPF (Fujii y Graybel, 2003; Shima et al.,
2007). Dentro de las funciones atribuidas a la CPF, se encuentra el establecimiento
del inicio y terminacién de secuencias de acciones (Fujii y Graybel, 2003), asi como
el de contener actividad preparatoria para la realizacion secuencias de movimientos
(Shima et al.,, 2007). Por lo tanto, en la presente tesis decidimos realizar un
experimento de pérdida de la funcion para preguntarnos si los axones que conectan
el ATV con la CPF, son requeridos para la apropiada iniciacién de secuencias de
acciones. Para este fin, infectamos ratones TH-Cre para expresar la opsina inhibitoria
de actividad neuronal: Arch3.0-eYFP (esta opsina es una bomba de protones que al
ser foto-estimulada a 568 nm cambia de conformacion proteica, permitiendo la salida
de protones al exterior de la célula, y por ende, hiperpolarizando el potencial de
membrana) y de esta manera bloquear/disminuir la funcionalidad de dichos axones
en dos diferentes ventanas temporales de la iniciacion/realizacion de secuencias de
acciones. Para realizar este experimento, utilizamos a los ratones hembras y machos
TH-Cre de ocho semanas de edad previamente infectados en el ATV con Arch3.0-
eYFP o solo la proteina reportera eYFP (como experimentos control), con fibras
Opticas implantadas en la CPF (Figura 11B, C). Primero, estudiamos la iniciacion de
secuencias de acciones (Figura 11D), midiendo la latencia promedio que los
animales tomaban para iniciar una secuencia de acciones (donde la accién es
presionar una palanca), y disefiamos el experimento para que en la mitad de
ensayos donde los animales iniciaban secuencias de acciones, éstos debian cruzar
por un sensor infrarrojo para foto-estimular a los axones dopaminérgicos que inervan

a la CPF antes de iniciar una secuencia de acciones (Figura 11E). Con este
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experimento, observamos que la inhibicibn de los axones del ATV en la CPF
retrasaron la iniciacion de secuencias de acciones (latencia para iniciar una
secuencia de acciones del grupo que recibio inhibicion optogenética ATV axones/arch3.o-
eyrp—CPF= 10+1 segundos, n=6, versus latencia para iniciar una secuencia de
acciones del grupo control, ATVaxnes,eyrP—CPF= 41 segundos, n=3; p<0.05,
Kruskal-Wallis). Este efecto, se observd sin afectar el numero promedio de
presiones durante los ensayos sin inhibicion versus los ensayos con inhibicion
(ATVaxones/archz.0-eyrp—CPF= 5x0.6 presiones, n=6, versus ATVaxonesieyrP—CPF= 6
+0.6 presiones, n=3; p<0.05, Kruskal-Wallis; Figura 11F)].

Adicionalmente, como experimento control de la temporalidad de la manipulacion
optogenética, también estudiamos qué es lo que sucedia si se inhibian a los axones
del ATVaones—CPF durante la realizacion de secuencias de acciones (Figura 11G,
H, I). Cuando inhibimos a los axones una vez que la secuencia de acciones ya habia
iniciado (esto es durante la primera presibn de la secuencia de acciones),
observamos que en este caso la latencia del grupo experimental no fue diferente de
la latencia del grupo control (ATVaxones/archs.0-eyrr—CPF= 2+0.58 segundos, n=6,
versus ATV axonesieyrP—CPF= 1.1+£0.3 segundos, n=3; p<0.05, Kruskal-Wallis; Figura
11H) observando también, que el nUmero de presiones no cambio en presencia de la
inhibiciébn optogenética (ATVaxones/archs.o-eyrr—CPF= 5.56+0.70 presiones, n=6,
ATV axonesieyrr—CPF=4.91+1.35 presiones, n=3; p<0.05, Kruskal-Wallis; (Figura 11).

34



A Una accién = Presion de la palanca [l D G

Recompensa Iniciacién de secuencias de acciones Realizacion de secuencias de acciones
Fasel 1 Pre-entrenamiento ‘ Estimulacion dptica Estimulacién 6ptica
Fase2  m 15 ensayos 15 ¢ —1Comedero Comedero
: . ]
Fase 3 M 30ensayos 30 4 _'%
Fase 4 i Secuencia de acciones i Latencia en segundos
SEEEEEEER 14
AVVS5.1 -DIO-Arch3.0 -eYFP *
14 Inhibicién 1 Inhibicién
12 optogenética o 12 optogenética
5 -
s 8 g
s 6 ]
S 4 =
3
0
Ratén TH-Cre Arch3.0 -eYFP eYFP Arch3.0-eYFP  eYFP
4
£ 14 t
2 Inhibicién ] e
i a 12 i c Inhibicién
i) b f2s g optagenetica ‘g optogenética
g g
% g
o 3
= o
£ @
E E
4 =
Arch3.0 -eYFP eYFP Arch3.0-eYFP  eYFP

Figura 11. El circuito ATVxones—CPF es necesario para la apropiada iniciacion de secuencias
de acciones.

(A) Representacion gréafica de la tarea de condicionamiento operante en la iniciacion y realizacion de
secuencias de acciones, fases representan etapas de entrenamiento.

(B) Representacion grafica del sitio de infeccion con AVV5.1-DIO-Arch3.0-eYFP en el area tegmental
ventral e implantacion de fibras épticas en corteza prefrontal.

(C) Microfotografia tomada a 10X en la corteza prefrontal de un animal después de haber concluido la
fase 4 de experimentacién, mostrando las marcas en donde estuvieron implantadas las fibras.

(D) Representacion gréafica de la inhibicion optogenética durante la iniciacion de secuencias de
acciones, esto es cuando el animal cruza el sensor infrarrojo entre el comedero y la palanca.

(E) Latencia para el inicio de secuencias de acciones, cuando se inhibe al circuito ATV ones—CPF y
su experimento control.

(F) Nimero de presiones durante la inhibicion optogenética como se describe en D.

(G) Inhibicion optogenética durante la realizacion de secuencias de acciones, en este caso la
inhibicién empieza sé6lo después de que el animal haya iniciado la secuencia de presiones, es decir, la
primera presion de la secuencia activa la inhibicion optogenética.

(H, 1) Latencia y nimero de presiones respectivamente, durante la inhibicion optogenética como se
describe en G.
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8.7 Inhibicién del circuito ATVaxones —CPF en la prueba de campo abierto para
evaluar el efecto de la inhibicion de este circuito sobre la movilidad horizontal.

Para evaluar si el incremento en la latencia al iniciar secuencias de acciones durante
la inhibicidon del circuito ATVaxones—CPF es debido a un decremento general en la
locomocion de los animales, realizamos la misma inhibicidn optogenética de este
circuito en la prueba de campo abierto a los mismos animales presentados en los
datos de la Figura 11 (Figura 12). Realizamos un andlisis de video que nos permite
seguir el centro de masa de cada animal (Figura 12A), calculando las coordenadas
en Xy Y a lo largo tiempo. Siguiendo este procedimiento, presentamos la inhibicién
optogenética por 5 segundos (igual que las manipulaciones optogenéticas durante el
inicio secuencias de acciones), una vez cada minuto, por 10 ensayos (Figura 12B).
De este analisis, obtuvimos la distancia que el animal recorria antes y durante la
inhibicion optogenética, dichos ensayos fueron alineados al momento de la inhibicion
optogenética para ambos grupos (el grupo transfectado con Arch3.0-eYFP, Figura
12C; y el grupo control transfectado solo con eYFP, Figura 12D). De estos
experimentos, observamos que la inhibicion del circuito ATV axones—CPF, disminuye el
movimiento horizontal de los animales con inhibicion optogenética de manera
transitoria (hasta por 2 segundos), mientras que en el grupo control, la actividad
motora no tuvo cambios (n=5; p<0.05, Kruskal-Wallis). Juntos, estos datos sugieren
que la inhibicion del circuito ATVaxones—CPF en la prueba de campo abierto

decrementa transitoriamente la distancia recorrida de los animales.

36



C Arch3.0 -eYFP

1.8
1.6
14
1.2

0.8
0.6
04
0.2

Distancia normalizada

2 4 6 8
tiempo en segundos

Control eYFP

Distancia normalizada

4 6
tiempo en segundos

Figura 12. Inhibicidn del circuito ATVones—CPF durante la prueba de campo abierto.

(A) Vista superior de un animal caminando y recibiendo inhibicién optogenética en el campo abierto.
(B) Cada punto representa la posicion del animal por frame a lo largo de 10 minutos.

(C y D) Distancia normalizada en la prueba de campo abierto durante la inhibicién del circuito
ATV 40nes—CPF (C) y su respectivo grupo control (D).
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9. DISCUSION

A pesar de que existe una amplia documentacion mostrando la proyeccion de
neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral a la corteza prefrontal
(ATV—CPF) y al nucleo accumbens (ATV—NAcc) (Lammel et al., 2012; Kabanova et
al., 2015), pocos trabajos se han enfocado en identificar si estas terminales son
capaces de liberar glutamato en la CPF (Lavin et al., 2005; Yamaguchi et al., 2011;
Kabanova et al., 2015; Mingote et al., 2015). En el 2005, Lavin y cols. reportaron que
la estimulacion eléctrica del ATV en ratas era capaz de evocar potenciales
postsinapticos en la CPF, observando que estos potenciales desaparecian cuando
eliminaban a las neuronas dopaminérgicas del ATV, sugiriendo que dicha
despolarizacién podria ser debida a la liberacion de glutamato por parte de las
proyecciones de las neuronas dopaminérgicas del ATV a la CPF. En el 2011,
Yamaguchi y cols. utilizaron marcadores retrogrados que fueron inyectados en la
CPF e hibridacion in situ en cortes de cerebro de rata, identificando una poblacion de
neuronas del ATV que co-expresa el transportador vesicular de glutamato de tipo 2 y
la tirosina hidroxilasa, y sugiriendo que el 27% de las neuronas dopaminérgicas del
ATV, podrian co-liberar dopamina y glutamato en la CPF. Sin embargo, esta
hip6tesis solo fue validada hasta el 2015. En este afio, Kabanova y cols. demostraron
que una poblacion especifica de neuronas dopaminérgicas del ATV medial libera
glutamato en la CPF, importante para esta tesis, ya que estos autores describen que
la liberacion de glutamato sucedia exclusivamente sobre interneuronas GABAérgicas
de la CPF, postulando el sub-circuito ATV—CPFnemeuronas caBAérgicas—CPFneuronas
piramidales, Y Sugiriendo que este sub-circuito controla la inhibicion sobre las neuronas
piramidales de proyeccién. El trabajo de Kabanova y cols. (2015) pareci6 establecer
la funcionalidad de la co-liberacién dopamina-glutamato en la CPF, sin embargo el
mismo afio Mingote y cols. reportaron que dicha co-liberacion era inexistente en la
CPF (Mingote et al., 2015). En este contexto, nuestros hallazgos toman relevancia
debido a que, ademas de identificar la liberacion de glutamato por parte de los
axones dopaminérgicos del ATV en la CPF, también identificamos que dicha

proyeccion conecta, no solo con las interneuronas GABAérgicas de la CPF, sino
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también con las neuronas piramidales, controlando directamente su excitabilidad
(Figura 9). Las diferencias en los resultados de los trabajos publicados y este trabajo
de tesis se podrian explicar por la diferencia en estrategias experimentales.
Kabanova y cols. (2015) utilizaron una estrategia para eliminar una poblacion
especifica de neuronas del ATV (bloqueando durante el desarrollo la sefializacién de
Sonic Hedgehog), argumentando que esta poblacion de neuronas, es la que proyecta
a la CPF y libera glutamato. Por otro lado, Mingote y cols. (2015) utilizaron un ratén
transgénico que expresa la Cre recombinasa en funcion del promotor para la
expresion de transportador vesicular de dopamina. Nosotros en este trabajo de tesis,
utilizamos un ratén transgénico que expresa la Cre recombinasa en funcion del
promotor para la expresiéon de la tirosina hidroxilasa (enzima necesaria para la
sintesis de dopamina). Las diferencias en el uso de animales transgénicos para
demostrar la co-liberacién, podria explicar el que Kabanova y cols. (2015) y nosotros,
si hayamos encontrado la liberacion de glutamato por parte de los axones
dopaminérgicos en la CPF, mientras que Mingote y cols. (2015) no la encontraron.
Un argumento a favor de Mingote y cols. (2015), es que la linea de ratones
transgénicos que ellos utilizaron es mas especifica que la linea que nosotros
utilizamos. Recientemente, se reportd que ratones transgénicos que expresan la Cre
recombinasa en funcidon del promotor para la enzima tirosina hidroxilasa, pueden
expresar la Cre recombinasa en neuronas que no sintetizan la tirosina hidroxilasa en
edad adulta (Lammel et al., 2015). Para evaluar si este era el caso en la linea de
ratones transgénicos que nosotros utilizamos en esta tesis (linea FI12 TH-Cre),
evaluamos por medio de inmunofluorescencia, si huestra linea expresaba las opsinas
utilizadas en neuronas que no presentaran marca para la tirosina hidroxilasa (Figura
6). Esta medicion de colocalizacién opsina-tirosina hidroxilasa, nos reportd un 98%
de colocalizacion, haciendo muy poco probable que la linea de ratones transgénicos
gue nosotros utilizamos sea inespecifica. Por otro lado, a diferencia del trabajo de
Kabanova y cols. (2015), una de las aportaciones de este trabajo, es el hecho que
nosotros identificamos que la liberacidbn de glutamato también sucede sobre las
neuronas piramidales de la CPF y no solo sobre las interneuronas de la CPF como lo

han descrito con base en sus resultados publicados.
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¢Para qué sirve que los axones dopaminérgicos sean capaces de liberar

glutamato?

Mediante experimentos de electrofisiologia y optogenética in vitro, este trabajo de
tesis muestra que los axones dopaminérgicos del ATV son capaces de liberar
glutamato en la CPF (Figura 9). Sin embargo, la funcionalidad de este transmisor
(glutamato) in vivo aun no es clara. Actualmente, la hipotesis mas aceptada, es que
el glutamato liberado por neuronas dopaminérgicas mantiene la sobrevivencia y
establecimiento de las vias dopaminérgicas a lo largo del neurodesarrollo, y en la

edad adulta contribuye al control motor.

Como se ha mencionado en esta tesis, el transportador vesicular de glutamato de
tipo 2 es un marcador celular especifico de neuronas glutamatérgicas que se expresa
en regiones dopaminérgicas del cerebro medio (Bourque y Trudeau, 2000., Dal Bo et
al., 2004., Chuhma et al., 2004, 2009). Hay estudios que reportan una alta expresion
del transportador vesicular de glutamato de tipo 2 en el mesencéfalo ventral de
embriones de raton de 12 y 14 dias postnatales (Dal Bo et al., 2008; Birgner et al.,
2010). Ademés, se ha documentado la expresion embrionaria y perinatal del
transportador vesicular de glutamato de tipo 2 en neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas (Dal Bo et al., 2008; Méndez et al.,, 2008; Birgner et al., 2010).
Considerando estos reportes y la demostracion de que el glutamato puede regular
positivamente el crecimiento y ramificacién de neuronas dopaminérgicas (Schmitz et
al., 2013), la hipétesis méas plausible, es que una de las funciones del glutamato
liberado por neuronas dopaminérgicas mesencefalicas, sea la de promover el
crecimiento y la conectividad de estas neuronas durante el desarrollo (Koos et al.,
2011). En concreto, un trabajo del 2009 indica que la delecién del gen para la
expresion del transportador vesicular de glutamato de tipo 2 en neuronas
dopaminérgicas causa alteraciones morfolégicas y funcionales que son compatibles
con el reducido desarrollo axonal (Bérubé-Carriere et al.,, 2009) y ademas, estos
ratones muestran un numero reducido de neuronas tirosina hidroxilasa positivas en el
ATV, con una densidad disminuida de axones terminales positivos a la marca de la

tirosina hidroxilasa en el NAcc (Fortin et al.,, 2012). Igualmente, en cultivos de
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neuronas dopaminérgicas de estos ratones knockout para el transportador vesicular
de glutamato de tipo 2, se mostré una reduccion en el crecimiento axonal (Fortin et
al., 2012), compatible con la posibilidad de que la liberacion de glutamato contribuya
al crecimiento de estas neuronas. Sin embargo, se requiere de trabajo adicional para
determinar si la liberacion de glutamato induce el crecimiento a través de la auto-
activacion de los receptores de la misma o por medio de la activacion de receptores
de glutamato en las células diana. Estudios electrofisiologicos han mostrado que la
estimulacion eléctrica del ATV induce corrientes postsinapticas excitatorias en las
neuronas espinosas del NAcc (Chuhma et al., 2009) y en neuronas de la CPF (Lavin
et al., 2005). La misma estimulacion eléctrica en ratones knockout al transportador
vesicular de glutamato tipo 2, redujo la evocaciéon de potenciales de accion
provocados en el NAcc (Hnasko et al., 2010; Fortin et al., 2012). Esta disminucién en
los potenciales evocados podria resultar de la reduccién del nimero de neuronas

dopaminérgicas y reduccién del crecimiento axonal.

Funcionalidad de la liberacion de glutamato de los axones dopaminérgicos del

area tegmental ventral en la corteza prefrontal sobre el control motor.

La funcionalidad del glutamato en el sub-circuito VTA—CPF sobre el control motor,
se ha estudiado a partir de la delecién especifica del transportador vesicular de
glutamato de tipo 2 en las neuronas dopaminérgicas, observando que en dichos
animales se presentan déficits especificos en pruebas que evallan la motricidad. 1)
Cuando estos animales fueron evaluados en un ambiente novedoso, se observo que
su desplazamiento horizontal decremento hasta en el 30% (Fortin et al., 2012). Sin
embargo, en este mismo trabajo, cuando se midieron secuencias de movimiento, no
observaron que disminuyera la locomocion general, ni la cantidad de veces que el
animal presentaba una posicién vertical sobre sus dos patas traseras. En el mismo
trabajo, se evalué si dichos animales mostraban déficits crudos de control motor y
coordinacion, utilizando la prueba del cilindro giratorio, observando que los animales
knockout al transportador vesicular de glutamato de tipo 2 se caen mas rapido del
cilindro giratorio en comparacion con animales control. Los mismos ratones knockout

fueron expuestos a pruebas de nado forzado por varios ensayos, mostrando una
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disminucién en la latencia a quedar inmadviles en el primer ensayo, argumentando
que podrian presentar una menor motivacion a escapar de la prueba de nado forzado
(Bigner et al., 2010, Fortin et al., 2012). En nuestro caso el analisis de locomocion
general (prueba de campo abierto; Figura 12), mostré que la inhibicion optogenética
del circuito ATVaones—CPF, decremento la distancia recorrida, lo cual, podria
argumentar un decremento general en la locomocién, pero la posibilidad de que esto

sea efecto de un decremento en la motivacion para moverse no queda descartada.

Necesidad de circuito ATVawones—CPF para la apropiada iniciacion de
secuencias de acciones

Dado que no existe un animal transgénico que nos permita eliminar el transportador
vesicular de glutamato de tipo 2 Unicamente en las neuronas dopaminérgicas que
proyectan a la CPF, en la presente tesis nos centramos en evaluar la participacion
del circuito ATV aones—CPF en una conducta asociada al funcionamiento apropiado
de la CPF. Debido a que la CPF ha sido implicada en la iniciacidn/seleccion y
terminacion de secuencias de acciones (Fujii y Graybel, 2003), en la presente tesis
decidimos inhibir con una alta resolucion temporal a los axones del ATV en dos
periodos de tiempo especificos, mientras los animales iniciaban o realizaban una
secuencia de acciones (Figura 11). De este experimento concluimos que la
apropiada funcionalidad del circuito ATVaxones—CPF es necesaria para poder iniciar
apropiadamente una secuencia de acciones. Esta conclusién se sustenta en que, la
inhibicion optogenética de los axones del ATV axones— CPF especificamente durante la
iniciacion, incrementa la latencia para iniciar una secuencia de acciones (Figura
11E). Dicho efecto, es especifico sobre la iniciacion, porque la misma manipulacién
optogenética no afecté el nimero de presiones dentro de las secuencias realizadas
(Figura 11F), ni tampoco afecto la iniciacion cuando la inhibicion optogenética de
estos axones se realizé en una ventana temporal distinta (no hubo un efecto sobre la
iniciacion cuando se inhibieron los axones del circuito ATV gopamina-glutamato—CPF una
vez que la secuencia de acciones ya habia iniciado; Figura 11H-1). Por lo tanto, el
presente trabajo ademas de demostrar la liberacion de glutamato por parte de los
axones del circuito ATV—CPF, también demuestra que el circuito ATV axones—CPF es

necesario para la apropiada iniciacion de secuencias de acciones. Una posibilidad
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para explicar estos resultados, es que esta conexion ATV xones— CPF este definiendo
cuando empezar apropiadamente una secuencia de acciones (Jin y Costa, 2015) y la
inhibicion de esta conexion, bloquea la apropiada iniciacion. Esta idea es consistente
con lo que observamos en la prueba de campo abierto (Figura 12) demostrando que
el circuito ATVaxones—CPF estd estrechamente vinculado al control de motor en
general, pero que bajo ciertas demandas s6lo participa durante la iniciacion y no

durante la realizacidon de una secuencia de acciones.

10. CONCLUSION

Los experimentos mostrados en esta tesis, demuestran que los axones
dopaminérgicos del circuito ATV—CPF, son capaces de liberar glutamato, y que el
apropiado funcionamiento de esta sinapsis es necesaria para la iniciacion de
secuencias de acciones. Dichas conclusiones son importantes para la interpretacion
de la funcion del circuito ATV—CPF y su participacion en la iniciacion de secuencias

de acciones.
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