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RESUMEN

El Nucleo Reticular del Tdlamo (NRT) controla la actividad general cuando las neuronas
talamocorticales procesan informacion. Las neuronas gabaérgicas de este nucleo expresan
la subunidad as en los receptores postsinapticos GABAa para el GABA que liberan las
neuronas del Globo Palido (GP). De la misma manera, estas neuronas tienen receptores
dopaminérgicos D4 en sus terminales axénicas. EI NRT conecta de manera reciproca con
el talamo y recibe aferencias de la corteza cerebral y de otras estructuras cerebrales que
juegan un papel importante en la modulacién de la red talamica. En este trabajo se
evaluaron los efectos de la lesion unilateral del GP en la actividad eléctrica del NRT, asi
como los cambios que ocurren en la expresion del receptor D4 y en la subunidad as del
receptor GABAa. Para ello, se lesion6 el GP derecho, utilizando acido quinolinico, en ratas
macho de 2 meses de edad. Siete dias después de la lesidn, ésta se confirmé mediante los
giros ipsilaterales utilizando apomorfina. Mediante registros electrofisioldgicos, se evalud la
actividad eléctrica de las neuronas del NRT. Posteriormente, se extrajo el NRT para evaluar
la expresion del ARNm para el receptor D4 y para la subunidad as del receptor GABAa
mediante RT-PCR, Western blot e inmunohistoquimica. Los resultados electrofisiolégicos
mostraron que la lesion del GP caus6 un incremento en la frecuencia de disparo, asi como
disminucion en el disparo en rafagas de las neuronas reticulares. Ademas, la ARNm para
el receptor dopaminérgico D4 ARNm, asi como la proteina se incrementaron. De modo
contrario, el ARNm para la subunidad a3z del receptor GABAa se suprimio; sin embargo, la
proteina se incrementd. Estos resultados muestran que el GP regula el disparo de las
neuronas reticulares a través de los receptores D., asi como la subunidad a3 del receptor

GABA. en el nucleo reticular del talamo.

Palabras clave: ndcleo reticular del tAlamo, globo palido, receptor D4, subunidad as del
receptor GABAAa.



ABSTRACT

The thalamic reticular Nucleus controls general activity when the thalamocortical neurons
process information. GABAergic neurons in this nucleus express subunit az of postsynaptic
GABAAareceptors for GABA originating in Globus Pallidus neurons. Also, these neurons have
dopaminergic D4 receptors in their axon terminals. The Thalamic Reticular Nucleus
connects reciprocally with the Thalamus, and it receives afferents from the brain cortex, as
well as from other brain structures that have an important role in the modulation of the
thalamic network. This study was designed to assess the electrophysiological and molecular
effects of unilateral lesion of the Globus Pallidus in the electric activity of the Thalamic
Reticular Nucleus. The right Globus Pallidus of 2-month-old male rats was lesioned using
quinolinic acid. Seven days after the lesion, ipsilateral turns were observed which confirmed
the lesion. At this time, electrophysiological evaluation of the electrical activity of the thalamic
reticular nucleus was performed. The right reticular nucleus was removed, and mRNA
expression was assessed in D4 receptors and subunit az using RT-PCR, Western blot and
immunochemistry. The electrophysiology results showed of lesion of the Pallidus caused an
increase in the firing frequency of reticular neurons. On the order hand, the molecular of D4
receptor and subunit asz showed increase in of expression after of unilateral lesion of the
Globus Pallidus which suggests likely countervailing mechanisms associated whit changes
in the electrical activity of reticular neurons. Therefore, these results show that part
destroying the pallidus disinhibit the reticular neurons, which increase its firing frequency
due to the loss of GABAergic.

Key words: thalamic reticular nucleus, globus pallidus, D4 receptors, GABAA a3 subunit.
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1. INTRODUCCION

En 1984, Francis Crick afirmo que: “El nucleo reticular del tAlamo actia como un “faro”
para la entrada sensorial, es decir, un reflector dirigido desde el exterior que integra
entradas corticales y subcorticales que posteriormente inhibe o desinhibe
selectivamente a las células de relevo del talamo, para que la informacion apropiada
se pueda enviar a la corteza cerebral a través del talamo.”
1.1El tadlamo

La informacidn proveniente de estimulos externos e internos se dirige al talamo para
pasar posteriormente a la corteza cerebral. El tdlamo consiste en discretos nucleos
organizados topograficamente con proyecciones reciprocas desde y hacia las regiones
limbicas, cognitivas, motoras y sensoriales (visual, auditiva, gustativa vy
somatosensorial) de la corteza. El talamo ha sido considerado tradicionalmente como
una estacion de relevo. Sin embargo, se ha demostrado que desempefia un papel

clave en la transmision e integracion de la informacion [Clinton et al., 2005, Pratt y

Morrison 2015; Deleuze, C. y Huguenard, J.R., 2016].

Los nucleos talamicos procesan la informacidon que envian a la corteza cerebral
proveniente del medio externo, como son los estimulos visuales, auditivos o
somatosensoriales, asi como informacion interna asociativa, proveniente de la capa V
de la corteza cerebral o de algun area del propio talamo. Esta informacion es
procesada a través de los circuitos reciprocos que interconectan al talamo con la
corteza, involucrando nucleos talamicos de primer orden, que desempefian un papel

crucial en la seleccion de senales sensoriales y transmiten informacion desde las vias



ascendentes a la corteza (vias iniciadoras), asi como nucleos talamicos de orden
superior que determinan cdmo interpretar y procesar esta informacidén; ademas,
reciben informacion de un area cortical y la transmiten a otras areas corticales, las
cuales se conocen como vias moduladoras [Pinault, 2004; Zikopoulos y Barbas, 2010;

Pinault, 2011].

Esta informacién es enviada a la corteza cerebral a través de proyecciones
glutamatérgicas talamocorticales (TC). Sin embargo, la actividad de las neuronas TC
depende de la actividad del unico nucleo talamico que no proyecta hacia la corteza
cerebral; se trata del nucleo reticular del tdlamo (NRT), dado que el NRT recibe
proyecciones unidireccionales glutamatérgicas provenientes de la corteza que excitan
a las neuronas de proyeccion TC, que luego transmiten esta informacion a la corteza
mediante proyecciones gabaérgicas. Las neuronas del NRT inervan a todas las células
TC, controlando asi de forma global toda la informacidén que se procesa en los nucleos
talamicas y que posteriormente se dirige a su respectiva area de asociacion en la
corteza cerebral [Guillery, 2003; Byoung-Kyong, 2010; Zikopoulos y Barbas, 2010;
Halassa y Acsady, 2016]. Asimismo, el NRT recibe informacién de proyecciones
colaterales por parte de las proyecciones TC, corticales y corticotalamicas (CT)
glutamatérgicas. Las fibras CT surgen de las capas V y VI de la corteza cerebral
[Pinaul, 2004; Pinault, 2011; Pratt y Morrison, 2015]. De esta manera se forma un
circuito entre las proyecciones TC, CT vy reticulares, que tienen una estrecha

retroalimentacién entre ellas [Guillery, 2003 Byoung-Kyong Min, 2010], (Figura 1).



Figura 1. Diagrama de las proyecciones glutamatérgicas corticotalamicas.

Figura 1. Diagrama de las proyecciones glutamatérgicas corticotalamicas. (lineas en
color negro) que proyectan a los diferentes nucleos talamicos. A, nucleo anterior, M,
nucleo medial, VA, nucleo anterior ventral, VL, nucleo ventral lateral, VP, nucleo ventral
posterior, LP, nucleo lateral posterior, Pu, nucleo pulvinar, C, nucleo centromedial, P,
nucleo parafasicular, LGN, nucleo lateral geniculado, MGN, nucleo geniculado medial,
NRT, nucleo reticular del talamo; y las proyecciones glutamatérgicas talamocorticales
(lineas en color) que se proyectan a las capas 4, 5y 6 de la corteza formando asi un
circuito reciproco de intercambio de informacion entre los nucleos talamicos y la
corteza cerebral. Imagen modificada de Byoung-Kyong Min, 2010.

1.2 Nucleo reticular del tAlamo

El NRT es un cumulo de neuronas gabaérgicas que rodea al tdlamo [Floran et al.,
2004; Sun et al., 2012; Ahrens et al., 2015; Hou et al., 2016; Villalobos et al., 2016],

(Figura 2). Las neuronas reticulares no proyectan a la corteza cerebral, sino que envian
3



proyecciones gabaérgicas a los distintos nucleos talamicos que tiene en su vecindad,
regulando su actividad de manera inhibitoria, dado que se encuentra en una posicién
clave entre la corteza y el talamo; todas las proyecciones TC, CT y reticulo-talamicas
(RT) constituyen un circuito unificado y organizado topograficamente (Figura 3).
Ademas, se han identificado siete sectores en el NRT: 1) motor, 2) auditivo, 3) visual,
4) somatosensorial, 5) limbico, 6) gustativo y 7) visceral [Shosaku y Sumimoto, 1983;

Shosaku et al., 1984; Clemente et al., 2017; Crabtree, 2018].

th sub Po VPM VPL NRT PF

Figura 2. Posicion del NRT rodeando al talamo y sus nucleos.

Figura 2. Posicion del NRT rodeando al talamo y sus nucleos. th, talamo; sub, nucleo
talamico mediodorsal; Po, nucleo talamico posterior; VPM, nucleo talamico
posterolateral ventral; VPL, nucleo talamico posteromedial ventral; NRT, nucleo
reticular del talamo; PF, nucleo talamico parafascicular. Imagen modificada de
Hjornevik et al.,2007.
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Talamo

Figura 3.Proyecciones glutamatérgicas provenientes de la corteza cerebral hacia el talamo

Figura 3. Proyecciones glutamatérgicas provenientes de la corteza cerebral hacia el
talamo, (neurona corticotalamica), proyecciones glutamatérgicas del tdlamo hacia la
corteza cerebral (neurona talamocortical), proyecciones gabaérgicas por parte del
NRT hacia el tdlamo. GABA, acido y aminobutirico, Glu, glutamato. Imagen
modificada de Pinault, 2004.

Muchas neuronas TC y CT inervan a una sola neurona GABAérgica del NRT y ésta, a
su vez, envia proyecciones a muchas neuronas TC. Por esta razén, el NRT
proporciona un medio para modular este circuito a través de sus proyecciones
inhibitorias gabaérgicas hacia los nucleos talamicos. Los grandes campos receptivos
para el NRT y sus células inhibitorias han llevado a la idea de que este tiene un papel
integrativo, dado que cada sector del NRT recibe proyecciones de las correspondientes
neuronas corticales y talamicas proyectandose de regreso al nucleo talamico que lo

inerva [ Pratt y Morrison, 2015; Woodward y Heckers, 2016].



También se cree que este nucleo comunica a la corteza y al estriado a través del
circuito formado por las proyecciones TC-RT-CT en la activacién de las neuronas
reticulares, que pueden inhibir e interrumpir temporalmente la activacion de neuronas
de algun nucleo talamico que se encuentra en su vecindad. Estas interacciones entre
pares de nucleos talamicos son reciprocas y modulan la transmisidén de informacién a
través del talamo hacia la corteza cerebral, el estriado o bien alguna estructura de los

ganglios basales (GB) [Crabtree, 2018], (Figura 4).

Corteza Cerebral
cT cT
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Figura 4. Circuito CT-RT-TC. NRT

Figura 4. Circuito CT-RT-TC. NRT. NRT que envia proyecciones inhibitorias
gabaérgicas a los nucleos talamicos (rosa), CT, proyecciones excitatorias
glutamatérgicas corticotalamicas provenientes de la corteza cerebral (verde y morado),
TC, proyecciones excitatorias glutamatérgicas talamocorticales que van de los nucleos
talamicos hacia la corteza cerebral y el NRT (azul). Imagen modificada de Crabtree,

2018.



1.3 Los ganglios basales

Los ganglios basales (GB) son nucleos subcorticales bilaterales que forman un circuito
altamente interconectado, poseen una estrecha relacion anatémica y funcional con el
talamo y la corteza cerebral. Estan constituidos por el nucleo caudado y el putamen
(que en roedores se denominan colectivamente cuerpo estriado), el globo palido (GP)
con sus dos segmentos interno (llamado nucleo entopeduncular en los roedores) y el
externo (se denomina simplemente GP en roedores), la sustancia negra (SN),
compuesta por dos partes pars reticulata (SNr) y pars compacta (SNc) y el nucleo
subtalamico (NST) [Parent y Hazrati, 1995; Knierim, 1997; Haber, 2003; Grillner et al.,

2020], (Figura 5).

Corteza cerebral

Nucleo
centromediano

subtalamico
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Figura 5. Ganglios basales. Imagen modificada de Knierim, 1997.



El cuerpo estriado es la estructura mas grande de los GB y la principal entrada de
informacién sensoriomotora [Avila y Nava, 2014: Prager, 2019]. Los GB tienen una
entrada excitatoria (glutamatérgica) que surge de toda la corteza cerebral y de los
nucleos intralaminares del talamo (central lateral, paracentral, centromediano y
parafascicular), mientras que el GP interno (GPi) y la SNr constituyen los nucleos de
salida donde ambas estructuras establecen conexiones gabaérgicas inhibitorias

[Knierim, 1997; Hauber et al, 1998].

Los GB influyen en varios sistemas neuronales, dando lugar a las siguientes vias: la
via directa, que facilita el movimiento, comienza con las células del cuerpo estriado
que envian proyecciones inhibitorias (gabaérgicas) a las células del GPi; las células
del GPi, a su vez envian proyecciones gabaérgicas a las células del talamo y la via
indirecta que inhibe el movimiento, la cual comienza con células del cuerpo estriado
enviando proyecciones gabaérgicas con las células del GPe que proyecta células
gabaérgicas al nucleo subtalamico (NST), el cual envia proyecciones excitatorias
glutamatérgicas al GPi y, finalmente, estas células envian proyecciones inhibitorias a
las neuronas taldmicas. Ambas vias participan en la iniciacion, ejecucion y terminacion
de las secuencias motoras y son consideradas como vias intrinsecas de los GB,
ambas vias son moduladas por la via nigroestriatal, que es considerada una via mixta,
dado que a través de sinapsis dopaminérgicas tiene efectos excitatorios por parte del
receptor dopaminérgico D1 en la via directa y con efectos inhibitorios por parte del
receptor D2 en la via indirecta. Finalmente, la via hiperdirecta, en la cual, la informacion

de las distintas areas corticales llega directamente al NST, sin pasar por el estriado.



Es decir, el NST dejoé de considerarse una estacion de relevo de la via indirecta. El
resultado neto es la excitacion rapida del GPi y SNr, con la subsecuente inhibicion del
movimiento [Parent y Hazrati, 1995; Knierim, 1997; Benarroch, 2016; Grillner et al.,

2020], (figura 6).

Corteza

-+ Via hiperdiracta

talamo

Via directs Via indirecta

Glutamato —=
GABA —8

sacadicos Tragar dOPaMiNg e

Locomocidon pgstura

Figura 6. Vias intrinsecas de los GB, via directa, via indirecta y via hiperdirecta

Figura 6. Vias intrinsecas de los GB; via directa, via indirecta y via hiperdirecta. Cuerpo
estriado; GPe, globo palido externo; GPi, globo palido interno; SNc, sustancia negra
compacta; SNr, sustancia negra reticulata; NST, nucleo subtalamico. Imagen modificada
de Grillner et al., 2020.



También, existen proyecciones de los GB al NRT, que se originan en el GP y la SNc;
estas proyecciones estan asociadas con la via talamocortical, que a menudo se trata
como una simple via de relevo unidireccional de proyecciones glutamatérgicas
excitatorias de regiones talamicas limbicas, cognitivas, motoras y sensoriales (visual,
auditiva, gustativa y somatosensorial) hacia la corteza. Sin embargo, esta via no
transfiere informacion de forma pasiva, sino que desempefia un papel clave regulando
a la corteza cerebral a través de sus proyecciones a los diferentes nucleos

subcorticales [Haber, 2003; Byoung-Kyong, 2010; Clemente et al., 2017].

Como se mencion6 anteriormente, los GB estan localizados estratégicamente para
interactuar o actuar en conjunto con la corteza cerebral. Sin embargo, a pesar de su
relacion privilegiada con la corteza, aun no se sabe como los GB complementan las
funciones de la corteza, dado que la corteza impone una organizacidén sobre ellos a
través de proyecciones de sus diferentes capas. Los GB transmiten e integran
informacion sensoriomotora a través de sus circuitos que se forman entre estas
estructuras subcorticales. La proyeccion cortico-estriatal forma interconexiones que
dan paso a la informacién cortical a lo largo del sistema cortico-estriado-palido-nigral-
talamo-cortical (Figura 7), representando el primer paso en la transposicion de
informacion entre la corteza y los nucleos subcorticales y se cree que es de suma
importancia para determinar la naturaleza de la informacion que se transmite e integra

a través de los circuitos de los GB [Garret, 1986; Parent y Hazrati, 1995].
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Figura 7. Circuito cortico-estriado-palido-nigral-tdlamo-cortical

Figura 7. Circuito cortico-estriado-palido-nigral-talamo-cortical. A, B, C, areas de la
corteza cerebral funcionalmente relacionadas e interconectadas, que envian
informacion al cuerpo estriado que a su vez envia proyecciones a las estructuras
subcorticales pertenecientes a los GB que proyectan a una region especifica del
talamo y finalmente, el talamo proyecta a alguna area especifica de la corteza que
asocia el mismo tipo de informacion, completando asi el circuito. Imagen modificada
de Garret, 1986.

1.4 Conectividad intrinseca de los ganglios basales

Las entradas corticales al cuerpo estriado se originan principalmente en la capa V de
la corteza cerebral (areas sensitivas, motoras y de asociacion) y de las neuronas

corticoestriatales, que proyectan a varias estructuras subcorticales incluidas el talamo,
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el nucleo subtalamico, el mesencéfalo, los nucleos pedunculopontinos, el bulbo
raquideo y la medula espinal asi los GB desempefian un papel crucial en el
procesamiento de la informacion sensoriomotora [Kreitzer y Malenca, 2008;
Benarroch, 2016].

La organizacién corticotalamica se incorpora a los circuitos cortico-estriado-palido-
talamo-cortical, lo que representa las conexiones estructurales entre la corteza, los
ganglios basales y el tdlamo. Los circuitos cortico-estriado-palido-talamo-cortical estan
organizados topograficamente como una serie de circuitos que comienzan en la
corteza y se proyectan, a través de los ganglios basales, al talamo y de vuelta a la
zona original de proyeccion cortical que esta implicada en multiples funciones, como
el procesamiento de estimulos sensoriales (facilitando la transmision de estimulos
relevantes frente a estimulos no relevantes), atencionales, asociativos, y
sensoriomotores [Sherman y Guillery, 2006; Kimura, et al, 2012; Foster et al, 2021].
Cada circuito recibe multiples entradas de la corteza, que se integran posteriormente
a su paso por el GP y la sustancia negra, una porcion restringida del talamo y de ahi a
su respectiva area de asociacion cortical. Cada circuito tiene una proyeccion TC de
regreso que esta parcialmente restringida a una de las multiples fuentes de entrada a
la corteza. Por lo tanto, las multiples entradas de la corteza hacia una sola area cortical
se llevan a cabo progresivamente en los niveles estriatal, palidal, nigral y talamico. Al
parecer, cada circuito de los ganglios basales y talamocortical recibe multiples
entradas de la corteza, pero solo en zonas corticales funcionalmente relacionadas y

normalmente interconectadas [Garrett, 1986; Avram et al., 2018], (Figura 8).
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Figura 8. Circuitos cortico-estriado-palido-talamo-cortical. CPu, cuerpo estriado, GPe,
globo palido externo, GPi, globo palido interno, SN, sustancia negra, NRT, nucleo
reticular del talamo. Imagen modificada de Hjornevik et al., 2007.

1.5 Aferencias al NRT

El NRT no solo recibe proyecciones glutamatérgicas del talamo y de la corteza
cerebral, sino también proyecciones gabaérgicas provenientes del GP y proyecciones
dopaminérgicas desde la pars compacta de la sustancia negra (SNc) (estructuras

subcorticales que pertenecen a los ganglios basales). Sin embargo, las neuronas de
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la SNc no hacen sinapsis directamente con las neuronas del NRT, sino con las
neuronas gabaérgicas del GP [Govindaiah et al., 2010]. De manera adicional, el NRT
recibe aferencias provenientes de diversas estructuras encefalicas, tales como
proyecciones noradrenérgicas del locus coeruleus, proyecciones serotoninérgicas del
nucleo dorsal de rafé y proyecciones colinérgicas del nucleo pedunculopontino. La
influencia de estos nucleos pertenecientes al Sistema Reticular Activador Ascendente
(SRAA) sobre el NRT, regula la transmision del paso de un estado de suefio a uno de
vigilia, la influencia de estos neurotransmisores modifica el patron de disparo de las
neuronas reticulares, pasando de rafagas a disparo ténico. [Morrison y Foote, 1986;

Pinault, 2004], (Figura 9).

Dicho de otra forma, el NRT es la estructura de control selectivo de informacion,
mediante el modo de disparo de sus neuronas inhibe o desinhibe (la fuerza inhibitoria
no es constante, sino debe adaptarse a los patrones dinamicos cambiantes y a la
actividad de la red) a las neuronas de relevo talamicas para seleccionar la informacién
relevante proveniente de las diferentes estructuras mencionadas anteriormente y que

va a su respectiva area de asociacion cortical.
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Figura 9. Aferencias hacia el NRT. CT, proyecciones corticotalamicas glutamatérgicas
provenientes de la corteza cerebral hacia el talamo y el NRT, TC, proyecciones
talamocorticales glutamatérgicas que van del talamo hacia la corteza cerebral y el NRT,
SNc, la sustancia negra pars compacta envia proyecciones dopaminérgicas a las
neuronas palidales, el GP envia proyecciones gabaérgicas hacia el NRT, el NRT, envia
proyecciones gabaérgicas al talamo, SRAA, sistema reticular activador ascendente
envia proyecciones excitatorias (serotonina, acetilcolina y adrenalina) al NRT.

1.6 Modalidades de disparo de las neuronas reticulares talamicas

Las neuronas del NRT tienen dos tipos de respuesta neuronal, el modo ténico y las
rafagas de bajo umbral, definidas por el estado de polarizacion de la membrana celular.
Estas estan relacionadas con la forma en la cual se produce la transmisién de

informacion entre el tAlamo y la corteza. En condiciones de despolarizacién, las células
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disparan en modo ténico, generando potenciales de accion individuales de frecuencia
variable, mientras que, ante estados de hiperpolarizacion de la membrana, las
neuronas responden mediante rafagas de bajo umbral.

La modalidad de disparo depende del potencial de membrana en reposo de una
neurona. Cuando el potencial de membrana se encuentra en valores menos negativos
(alrededor de -65/mV), el disparo es ténico. Si el voltaje de membrana se hiperpolariza
(-65/mV) el disparo es en rafagas [Bazhenov et al, 1999; Pinault, 2004; Byoung-Kyong,
2010; Pratt y Morrison, 2015]. La hiperpolarizacion de la membrana activa canales de
Ca?* de bajo umbral, también llamados canales tipo T (CaV3.2 y CaV3.3) [Bal y
McCormick, 1996] cuya activacion permite el ingreso de Ca2* y la despolarizaciéon de
la membrana ocasionando una maseta cuya duracion abarca de 100 a 200 ms.

Durante la meseta se genera el disparo en rafagas.

Definir un potencial de accién ténico es relativamente sencillo, ya que éste
corresponde a los potenciales de accién conocidos como clasicos o convencionales,
producidos por la permeabilidad selectiva de la membrana celular, mediante canales
dependientes de voltaje, para los iones Na* y K*, generando una despolarizacion de la
membrana seguida de una hiperpolarizacion de ésta, para regresar de nuevo a un
estado de equilibrio (potencial de reposo o membrana). Ademas de la conductancia a
los iones Na* y K*, la conductancia de bajo umbral al Ca?* es la mas importante en las
células neuronales talamicas y es el mecanismo que subyace al disparo en rafagas.

La corriente IT (corriente transitoria), es la corriente responsable de las
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despolarizaciones transitorias sobre las que ocurren las rafagas de potenciales de
accion durante este tipo de disparo. Teniendo en cuenta que una corriente IT es en un
rango pequeio de voltaje cercano al potencial de membrana de reposo, los canales
pueden abrirse sin inactivar completamente dejando pasar a la célula una cantidad de
iones de calcio que despolarizan la membrana celular [Sherman y Guillery, 2002;

Rangel, 2020].

Las rafagas de bajo umbral se generan cuando la corriente IT se encuentra activa,
para lo cual es preciso que se produzca una hiperpolarizacidon previa de la membrana
de una duracion minima de 50 ms. Por el contrario, durante la respuesta tonica, la
corriente IT se encuentra inactiva, debido al estado de despolarizacién de la
membrana, impidiéndose la entrada de calcio al interior celular y generandose
potenciales de accion convencionales ténicos [Ramcharan et al., 2005; Gutierrez et

al., 2001] (Figura 10).
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Figura 10. Representacion del mecanismo celular de generacion de una espiga de calcio de bajo umbral

Figura 10. Representaciéon del mecanismo celular de generacion de una espiga de
calcio de bajo umbral. 1) Representacion de canal T (canal de Ca2+) cerrado, al igual
que los canales de K+ 2) Apertura del canal T por hiperpolarizacién de la membrana
celular, durante al menos 50 ms y generacion de la corriente IT 3) Inactivacion del
canal T por despolarizacién de la membrana plasmatica y apertura de los canales de
K+ para devolver el potencial de membrana a su valor en reposo 4) Canal T inactivado
y cerrado. Potencial de membrana en reposo. Imagen modificada de Sherman y

Guillery, 2006.
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La diferencia en la proporciéon de espigas de ambos modos de disparo esta relacionada
con la funcién que cada modo de disparo desempefa en la transmision de informacion

hacia la corteza cerebral [Sherman y Guillery, 2006].

Las espigas tonicas son las encargadas de un procesamiento posterior y detallado de
la informacion que llega de las neuronas de relevo talamicas para seleccionar la
informacion relevante que se dirigira a su respectiva area de asociacion cortical . Las
espigas en modo rafaga responden a la desviacion de la informacidn hacia las cortezas
primarias y redirigen la informacion hacia areas de asociacion, para procesos de
memoria y hacia la corteza primaria de memoria, para recordar la informacion. De
forma proporcional, ambos tipos de disparo el tonico y en rafagas estan presentes y
responden de igual forma, debido a que las neuronas reticulares reciben diferentes
estimulos e intercalan el disparo ténico y el disparo en rafagas [Guido et al., 1995],

(Figura 11).
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Figura 11. Modalidad de disparo de las neuronas reticulares talamicas.

Figura 11. Modalidad de disparo de las neuronas reticulares talamicas. El disparo tonico
estd presente cuando el voltaje de membrana se encuentra por arriba de los - 60mV
(despolarizacion) y el disparo en rafagas cuando el voltaje de membrana esta por debajo
de -60mV (hiperpolarizacién). Imagen modificada de Steriade et al, 2005.
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1.7 Canales de Ca®* tipo T

Los canales de Ca?* se clasifican en dos tipos: dependientes de voltaje y dependientes
de ligando. Los canales de Ca2* dependientes de voltaje son mas prominentes y estos
responden a cambios de voltaje de membrana que permite la entrada de iones de Ca?*
a través de ella. Estos canales dependientes de voltaje se subdividen a su vez en dos
tipos: canales activados por alto voltaje, que son los canales tipo L, P, Q y N; canales
activados por bajo voltaje tipo T. Los canales de Ca?* tipo T se han asociado con una
amplia gama de procesos fisioldgicos como el suefio, el disparo neuronal, el dolor y la

coordinacion motora [Kaur et al., 2019].

Los canales de Ca?* tipo T median picos de Ca2* de bajo umbral en las neuronas, lo
que lleva a oscilaciones ritmicas. Estos canales se consideran activados por bajo
voltaje (LVA). Los canales de Ca?* requieren una despolarizacion de la membrana
mucho menor para su apertura y producen una corriente IT que decae tan pronto como
la corriente alcanza su maximo nivel en la célula, lo que llevé a su designacion como
tipo “T” para “transitorio”. Esta inusual sensibilidad al voltaje de los canales de Ca2*
tipo T hace que sean capaces de regular la excitabilidad celular y el potencial de
membrana en reposo. Las neuronas TC, con un parcial potencial de membrana en
reposo despolarizado o una hiperpolarizacién transitoria de membrana que surge de
los potenciales postsinapticos inhibitorios (PPIs) o la activacién de ciertos tipos de
canales de K* pueden desactivar los canales de Ca?* tipo T. El posterior rebote de
potencial de membrana desencadena su apertura y la resultante entrada de Ca?*
despolariza el potencial de membrana para alcanzar el umbral de los canales de Na*,

iniciando asi un tren de potenciales de accidén. Se han identificado tres subtipos de
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canales de Ca?* tipo T: designados como Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3. Se sabe que los
tres subtipos generan el componente de estado estacionario de las corrientes de Ca2*
tipo T, denominado corriente de “ventana” que se define como una superposicion entre
las curvas de activacion y de inactivacion en un estado estacionario. La cinética de
recuperacion de la inactivacion es fundamental para que los canales tipo T
desencadenen picos de rebote de bajo umbral (LTS). Dada la rapida recuperacion de
los canales tipo T durante un PPI, esto causa la desactivacién de los canales, seguida
de la apertura de éstos a medida que el potencial de membrana regresa a su potencial
de reposo. Los tres subtipos de canales de Ca2*, CAv3.1, Cav3.2 y Cav3.3 estan
altamente expresados en el circuito TC. En particular, los tres subtipos muestran un
patron de expresion ampliamente complementario en el talamo; el Cav3.1 se expresa
exclusivamente en regiones TC, mientras el Cav3.2 y Cav3,3 son abundantes en las
neuronas gabaérgicas del NRT. El circuito talamico esta compuesto por neuronas
excitatorias TC y CT, asi como neuronas inhibitorias del NRT. Se ha demostrado que
las entradas inhibitorias del NRT a las neuronas TC van seguidas de una respuesta
post inhibitoria, en la que el rebote del potencial de membrana induce el disparo de las
neuronas TC y esto, a su vez, activa a las neuronas reticulares. Extensas conexiones
sinapticas comunican a las neuronas TC y del NRT y juntas crean un circuito

intratalamico reciprocamente inervado [Cheong y Shin, 2013].
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1.8 Via palido-reticular

Desde inicios de los noventa, se ha descrito la presencia de proyecciones gabaérgicas
provenientes del GP al NRT, cuyo papel en la actividad de las neuronas reticulares no
ha sido analizado a profundidad [Asanuma, 1990; Cornwall, 1990; Hazrati, 1991;
Gandia, 1993; Asanuma, 1994]. En la literatura son escasos los trabajos en donde se
ha abordado el estudio de la via palido reticular [Pazo, 2013]. Sin embargo, algunos
estudios indican la presencia de una elevada cantidad de receptores D4 dentro del NRT
cuya localizacion, de acuerdo con analisis electrofisiolégicos y farmacologicos, se
encuentran en las terminales de las neuronas palido-estriatales, modulando de manera
inhibitoria la descarga de GABA de las neuronas reticulares [Mrzljak, 1994; Defagot,
et al., 1997; Gasca-Martinez, 2010; Govindaiah et al., 2010]. Estas observaciones
implican que las proyecciones palidales pueden inhibir la actividad de las neuronas
reticulares a través de la liberacion de GABA.

De acuerdo con estudios postmortem, las neuronas reticulares expresan la subunidad
a3 del receptor GABAA. El receptor GABAA se ensambla a partir de cinco subunidades
para formar la estructura pentamerica que conforma un canal de CI-. La subunidad a3
del receptor GABAA es de especial interés, dado que la unién de GABA al receptor
GABAA induce la apertura de los canales iénicos de ClI-, lo que permite el paso de los
iones a favor de un gradiente de concentracién que hace mas negativo el potencial de
membrana y, como consecuencia, provoca la hiperpolarizacion de las neuronas
reticulares que generan el disparo en rafagas. Por lo tanto, el déficit de la subunidad
a3 del receptor GABAA da como resultado neuronas reticulares disfuncionales [Bollan,

2003; Yee, et al., 2005; Liu et al., 2007].
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1.9 Receptor dopaminérgico D4

De acuerdo con diversos estudios, se sabe que la mayoria de los receptores D4 se
encuentran localizados en las proyecciones colaterales gabaérgicas que van del GP
al NRT. Mas aun, las neuronas del GP movilizan y concentran mas al receptor D4 en
las terminales palido-nigrales y probablemente en todas sus areas de proyeccion, en
mayor medida, para establecer un control funcional robusto de la liberacion de GABA
[Erlij, et al., 2012; Conde, 2020].

Las funciones de los receptores dopaminérgicos por lo general se han asociado con la
via de sefalizacién que incluye la sintesis de AMPc y la activacion de PKA, mediada
por proteinas G. Existen cinco subtipos de receptores acoplados a proteinas G, estos
receptores se han dividido en dos grupos: los receptores D1, que comprenden a los
receptores D1y Ds. Los receptores de esta clase generalmente se acoplan a las
proteinas Gusiof Y Su activacion aumentan los niveles de adenilato ciclasa, la
produccion de AMPc y la activacion de PKA. En contraste, los receptores D> que
comprenden a los receptores D2, D3 y D4, se acoplan a las proteinas Gio Y €l resultado
de su activacion es la inhibicion de la enzima adenilato ciclasa, lo que causa la
supresion de la sintesis de AMPc y la disminucién de la actividad de PKA [Lindgren et

al., 2003: Beaulieu et al., 2011].

El analisis de la estructura del receptor de dopamina ha revelado una homologia
considerable entre los miembros de la misma familia. Los receptores D2 y Ds
comparten el 75% de identidad en su dominio transmembrana y los receptores D2y D4

un 53%. Con respecto a su extremo N-terminal, es aproximadamente siete veces mas
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largo para los receptores de la familia D1 que para los de la familia D2 [Rondou, 2010],

(Figura 12).
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Figura 12. Representacion esquemadtica del mecanismo de accion las dos subfamilias de los receptores
dopaminérgicos.

Figura 12. Representacion esquematica del mecanismo de accidn las dos subfamilias
de los receptores dopaminérgicos: A) D1 y D5 modulacion excitatoria, por activacion
de proteinas Gs; B) D2-D3-D4, modulacién inhibitoria debida a la activacion de
proteinas Gi. AMPc, monofosfato ciclico de adenosina; ATP, trifosfato de adenosina;
GDP, guanosin difosfato; GTP, guanosin trifosfato, proteina G, proteina formadora del
nucleotido de guanina, as, a;, B, y. Imagen tomada de Moreno 2017.

1.10 Subunidad as del receptor GABAAa

Los receptores GABAA son parte de canales de cloro (CI-) activados por ligando y son
los responsables de la rapida inhibicion sinaptica en el cerebro. En los mamiferos, se
construyen como estructuras pentdmericas y se han identificado distintos subtipos. Su
heterogeneidad estd basada en una familia de al menos 17 subunidades que se
agrupan en cinco principales: a1-6, f1-3, y1-3, 9, €, 0 y p. La estructura pentamerica

del receptor GABAA es el resultado de las diferentes combinaciones de las 17
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subunidades, existe una gran variedad de subtipos del receptor GABAA y estos son
responsables de la diversidad funcional de los receptores GABA en el cerebro. En el
cerebro de los roedores parece comprender al menos 12 subunidades a1-6, B1-3, y1-
3 [Pirker, 2000; Chen, 2001; Bollan, 2003].

Las subunidades mas abundantes en el cerebro de la rata adulta son a1-6, B2, y2, que
se encuentran presentes en un 60-90% de los receptores GABA. Las subunidades a2,
a3, a5, B3 y 6 son moderadamente abundantes 15-30% presentes en el receptor
GABAA. Las subunidades restantes o4, a6, 1, y1 y y3 no son abundantes y
representan un porcentaje menor al 10% [ Fritschy, 1995]. La composicién de los
receptores GABAa dependen de la composicion de sus subunidades y éstas se
ensamblan dos a, dos B y una vy, pero la subunidad y puede ser sustituida por
subunidades 6 € o n [Liu et al, 2007]. Especificamente, la conformacidén pentamerica
de las subunidades que comprenden al receptor GABAA que se encuentra en las

células reticulares son: a1 y as, dos B3 y una y [Pirker, 2000], (Figura 13).

Estudios electrofisiolégicos e inmunohistoquimicos muestran una clara evidencia de la
existencia de la subunidad az del receptor GABAA, dado que es el principal subtipo
expresado en el NRT. En contraste con otros nucleos talamicos, es de suma
importancia, debido a que sin esta subunidad el canal pentdmerico que forma al

receptor no seria funcional [ Yee, 2005].
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Figura 13. Representacion esquematica de la conformacion pentamerica de las subunidades que comprenden al receptor
GABAA.

Figura 13. Representacidon esquematica de la conformacion pentamerica de las
subunidades que comprenden al receptor GABAA, que se encuentra en las
células reticulares son: dos a, ai y a3, dos B3 y una y. Imagen tomada y
modificada de Medel- Matus et alK.,2011.

2. ANTECEDENTES

Estudios anatémicos, inmunoldgicos, electrofisioldgicos y farmacoldgicos demostraron
que la principal entrada GABAérgica desde el GP hacia el NRT es modulada por
dopamina, a través de receptores dopaminérgicos D4 que se encuentran en las
terminales axonicas reticulo-palidales. Ademas, la activacién de estos receptores
suprime la transmisién sinaptica inhibitoria resultante de la estimulacion eléctrica del
GP [Gasca-Martinez, 2010; Govindaiah et al., 2010]. De manera adicional, Pazo (2013)
argumento que la inervacion palidal al NRT se deriva de sistemas colaterales del GP

y que estas proyecciones, al igual que las proyecciones de la SNc, podrian
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desempeniar un papel importante en el procesamiento de la informacion que recibe el
talamo por parte de los nucleos subcorticales y de la corteza cerebral.

La actividad eléctrica del NRT puede verse afectada y provocar, a su vez,
anormalidades en la actividad eléctrica de la corteza cerebral y los nucleos talamicos.
Por ejemplo, los estudios de estimulacion eléctrica del GP llevados a cabo por Gasca-
Martinez en 2010, muestran un incremento en la frecuencia y cambio del patron de
disparo en rafagas de las neuronas reticulares talamicas, generando mayor inhibicion
de la actividad eléctrica de los nucleos talamicos, sincronizando el sistema
talamocortical e imposibilitandolo para que los estimulos sensoriales lleguen a la

corteza cerebral.

Es importante mencionar que la subunidad asz del receptor GABAA es necesaria para
le ensamblaje adecuado del receptor GABAA en las células del NRT, esto para la
generacion del disparo en rafaga, generado a su vez por los canales de Ca2* tipo T en
las células hiperpolarizadas [Liu et al., 2007]. Algunos estudios farmacolégicos
demostraron que las neuronas del NRT son exclusivamente gabaérgicas y forman
redes locales de sinapsis eléctricas y quimicas. Se demostrdo que las sinapsis
eléctricas entre pequenos racimos de neuronas del NRT median el disparo sincronico,
lo que es un papel clave para la generacién de oscilaciones sincronicas en el sistema
TC. En consecuencia, cuando se reduce la actividad sinaptica intra-NRT los circuitos
talamicos que normalmente median la actividad sincronica pueden cambiar a un
estado hipersincronico, dando lugar a la generacién de actividad aberrante [Sun et al.,

2012].
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En los ultimos anos, el NRT se ha definido como una estructura de enlace para los
circuitos TC y CT, ya que funciona modulando las actividades talamocorticales.
Ademas, este nucleo controla el flujo de informacion entre el tdlamo y la corteza
cerebral y las aferencias que recibe el NRT juegan un papel destacado en el
procesamiento de informacion talamo-cortical, dado que participa en procesos como
la regulacion del estado de alerta y la atencion. Por ende, la actividad de la via palido-
reticular debe modular la actividad de las neuronas del NRT.

Probablemente las neuronas reticulares sean las unicas que puedan controlar el flujo
de informacion y a su vez sean el sitio principal de la generacion de algunos trastornos
neurolégicos. El estudio de la importancia de los receptores D4 y subunidad a3 del
receptor GABAA, en la via palido reticular podria ser la base de enfoques terapéuticos

para ciertos trastornos neurolégicos conocidos como disritmias talamocorticales.

Las disritmias talamocorticales, se conocen como cambios electroencefalograficos
constantes y cambios en los ritmos de la actividad eléctrica del cerebro. Existe una
gran variedad de trastornos neuroldgicos, cada uno con diferentes manifestaciones.
En general, se caracterizan por una combinacion de alteraciones del pensamiento, la
percepcion, las emociones y el comportamiento. Entre ellas se incluyen la enfermedad
de Parkinson, el trastorno por déficit de atencién e hiperactividad (TDAH), la epilepsia,

la esquizofrenia y otras psicosis [Javitt et al., 2015].

Por otra parte, a nivel mundial, de acuerdo con la OMS, existe mayor numero de
personas que padecen esquizofrenia (alrededor de 21 millones) y datos del INEGI

indican que 0.5% pertenece a la poblacion mexicana. EI TDAH se presenta en
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alrededor de 1.5 millones de nifios y adolescentes en México, ambos trastornos
pertenecen a las disritmias TC, por lo tanto, se relaciona con el NRT, ya que la
formacion de alucinaciones se debe a la falla inhibitoria de las neuronas reticulares
talamicas en las aferencias TC provocando que la informacion que se debe suprimir
en los nucleos talamicos por parte del NRT llegue a areas de asociacion cortical y se
tengan percepciones no presentes en el entorno. En el caso del TDAH puede suceder

gue no se filtre esta informacion y se reciban varios estimulos al mismo tiempo.

En la actualidad los tratamientos farmacologicos utilizados para el tratamiento de las
disritmias talamocorticales no son especificos. Por lo tanto, los estudios de los
receptores que expresa el NRT nos ayudarian a encontrar una combinacién
farmacoldgica idénea para la mejora de los diferentes trastornos que se asocian a esta

estructura.

3. JUSTIFICACION

Desde inicios de los noventas se describio la via palido-reticular con estudios
anatomicos, electrofisiolégicos y farmacoldgicos que indican la presencia de
receptores D4 dentro del NRT, cuya localizacion se encuentran en las terminales de las
neuronas palido-estriatales, modulando la liberacion de GABA hacia las neuronas
reticulares que expresan la subunidad az del receptor GABAaA Sin embargo, hay
escasos trabajos moleculares sobre la via palido-reticular y los receptores
dopaminérgicos D4 y GABAérgicos, subunidad a3 que la componen.

Los resultados obtenidos contribuiran a la posible comprension del funcionamiento de

la via palido-reticular.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢.De qué manera la lesion unilateral del GP afecta a la subunidad as del receptor
GABAA, al receptor de dopamina D4y la actividad eléctrica de las neuronas reticulares
en la via palido-reticular?

5. HIPOTESIS

Si el GP regula la actividad eléctrica de las neuronas del NRT, entonces la lesion de
aquél modificara la actividad eléctrica de las neuronas reticulares, a través de la
disminucion de la expresion de los receptores D4 y aumentando la expresion de la
subunidad a3, dada la falta de regulacion GABAérgica por parte del GP en la via palido-

reticular.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Analizar la modificacion de la actividad eléctrica de las neuronas reticulares tras la
lesidon unilateral del GP y los cambios en los receptores dopaminérgico Ds y de la

subunidad as del receptor GABAérgico en el NRT.

6.2 Objetivos particulares
e Demostrar que la subunidad a3 del receptor GABAa y el receptor dopaminérgico
D4 son importantes para la funcion de la via palido-reticular.
¢ Identificar la relacion entre los cambios de los receptores en la via palido-

reticular y la actividad eléctrica de las neuronas reticulares.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Animales

Se emplearon ratas Wistar macho (n=36), de 60-75 dias de edad, con un peso de 180-
220 gramos, mantenidos en el bioterio que cuenta con control de ambiente: con
temperatura promedio de 21°-23°, ciclo de luz invertido de 12 h luz por 12 de oscuridad
(la luz se apaga de 7:00-19:00 h) y con libre acceso al agua y alimento. Los machos
(n = 36) se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos: primer grupo, registros
electrofisiologicos (n=6); segundo grupo, expresidn relativa del ARNm (n=12); tercer
grupo, inmunohistoquimica (n=6) y cuarto grupo, cuantificacion de proteinas (n= 12).
Los animales se mantuvieron en condiciones de acuerdo con las nhormas aprobadas
por el Comité de Uso y Cuidado de Animales del Bioterio de la Escuela Superior de
Medicina del IPN. ESM-CICUAL-01/12-10-2016 y todos los procedimientos realizados
a los animales cumplieron con los requisitos publicados en la Norma Oficial Mexicana
NOM-062Z00-1999. Los cuatro grupos antes descritos fueron divididos a su vez en

dos grupos: control y lesién unilateral del GP derecho.
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8. DISENO EXPERIMENTAL
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Figura 14. Diserio experimental.

Figura 14. Disefo experimental. 1.- Lesion unilateral del GP derecho. 2.- Prueba de
giro con apomorfina via i.p. para la seleccion de los individuos lesionados. 3.- Registros
celulares unitarios en el NRT derecho. 4.- Perfusion de los individuos para la obtencion
del tejido (cerebro). 5.- Cortes coronales e inmunohistoquimica de los cortes. 6.-
Obtencion del NRT derecho. 7.- Cuantificacion del ARNm del receptor de dopamina D4
y la subunidad as del receptor GABAA. 8.- Western blot para cuantificacion de las
proteinas del receptor de dopamina D4 y de la subunidad az del receptor GABAA.

8.1 Cirugia estereotaxica (lesion unilateral del GP)
Los animales (n = 18) fueron anestesiados con xilazina’ketamina 8 mg/Kg + 70 mg/Kg,
ip (PROCIN®/ANESKET® VET) y se colocaron en un aparato estereotaxico David

Kopf de dos torres modelo 902 (Tujunga CA, USA). Se aplicaron dosis suplementarias

del anestésico (5 mg/Kg + 20 mg/Kg) ante la aparicion del reflejo corneal. Se utilizd
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una almohadilla térmica y un termometro rectal para mantener y monitorear la
temperatura a 37.5°C (Frederick Haer & Company, Bowdoin ME, USA).

Se colocd una canula calibre 30 G usando las siguientes coordenadas: anteroposterior
(AP) -0.84 mm, lateral 3.0 mm y profundidad 6.5 mm (Paxinos y Watson, 2007). Se
aplico un volumen de 200 nano-litros de acido quinolinico durante un periodo de
infusidn de 4 min. La canula se mantuvo fija por cinco min para permitir la adecuada
difusion del neurotoéxico. El acido quinolinico se disolvio en una solucion NaOH 4M y
luego se ajusto el pH a 7.4 con una solucion HCI 1M (Figura 15).

La eutanasia de los animales se llevo a cabo por decapitacidon, para la obtencion de
las muestras cerebrales y para cada una de las técnicas utilizadas. Después de la
extraccion de las muestras cerebrales, el resto del animal fue llevado al congelador del
Bioterio de la Escuela Superior de Medicina del IPN donde los residuos bioldgicos son
manejados de acuerdo con las Normas Oficiales Mexicanas NOM-087-ECOLSSA1-
2002 y NOM-087-ECOL-1995 las cuales se apegan a los Lineamientos para la

Conduccién Etica de la Investigacion.
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Figura 15. Ubicacion del GP derecho .

Figura 15. Ubicaciéon del GP derecho para la colocacion de la canula para la
administracién de 200 nano-litros de acido quinolinico. Imagen modificada de Paxinos
y Watson, 2007.

8.2 Prueba de giro

Los efectos de la lesidon del GP se evaluaron induciendo la conducta de giro ipsilateral
mediante la aplicacion de apomorfina ip (0.1 mg/Kg) siete dias después de la lesion
ocasionada por acido quinolinico. Solo aquellas ratas que presentaron mas de tres

giros por minuto fueron consideradas como lesionadas (Figura 16).
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Figura 16. Conducta de giro en ratas con lesién unilateral del GP derecho. Imagenes
representativas de un individuo del grupo lesionado.

8.3 Inmunohistoquimica para células inmunorreactivas a NeuN en el Globo Palido

Una semana después de la lesidn las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de
xilazina/ketamina 24mg/Kg+210mg/Kg (PROCIN®/ANESKET® VET) vy fueron
perfundidas transcardiacamente con una solucion fijadora de paraformaldehido 4% en
un buffer de PBS al 0.1M/L a un pH de 7.4. Los cerebros fueron extraidos,
almacenados y fijados en la misma solucién durante 3h. Posteriormente los cerebros
fueron deshidratados en soluciones de sacarosa al 5% y 30% durante 12h en cada
caso y fueron congeladas y almacenadas a -70°C. Para proceder a realizar cortes
coronales de 30um en un criostato. Se recogieron 2 series de 20 cortes y se

almacenaron en una solucion de sacarosa al 20% a -20°C.

Las muestras fueron descongeladas y lavadas con PBS 0.1M, posteriormente se

incubaron en una solucién de bloqueo durante 20min (PBS 0.1M, suero fetal de ternera
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al 10% vy tritén al 0.5%). El anticuerpo primario anti-NeuN (ab104225, Abcam), el
anticuerpo secundario anti-conejo (Isab system-hrp kit; DAKO, CA, USA) y el complejo
ABC peroxidasa, fueron diluidos en PBS mas suero fetal de ternera al 1% y 0.125%

de triton.

Para el anticuerpo primario anti-NeuN (1:1000) la incubacion se realizé durante 48h y
la incubacion del anticuerpo secundario anti-conejo (1:1000) y el complejo ABC
peroxidasa fue por 2h. Luego de las incubaciones a cada una se le realizaron 3 lavados
con PBS durante 5min. Para el revelado se utilizé 3.3 de aminobenzidina (DAKO, CA,
USA) al 0.05% y H202al 0.01%. Finalmente, las secciones fueron deshidratadas en
concentraciones crecientes de alcohol, aclaradas con xilol y cubiertas con resina DPX

(Entellan™ new) para su montaje [Alatorre, et al., 2019].

8.4 Registros electrofisiolégicos

Para el registro celular unitario de las neuronas del NRT, los animales de los grupos
control y con lesion unilateral del GP fueron anestesiados con xilazina/ketamina 8
mg/Kg + 70 mg/Kg, ip (PROCIN®/ANESKET® VET). Posteriormente se colocaron en
un aparato estereotaxico David Kopf de dos torres modelo 902 (Tujunga CA, USA). Se
aplicaron dosis suplementarias del anestésico (5 mg/Kg + 20 mg/Kg) ante la aparicion
del reflejo corneal. Se utilizé una almohadilla térmica y un termometro rectal para
mantener y monitorear la temperatura a 37.5 °C (Frederick Haer & Company, Bowdoin
ME, USA). Se procedio al retird del craneo la piel y el tejido conjuntivo subyacente, se

hizo un orificio de trepanacion de 4 mm para introducir una micropipeta de borosilicato
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(Frederick Haer & Company, Bowdoin ME, USA) construida con un puller (Pull-100
WPI, Saratosa FL, USA) rellena con NaCl 2 M y con azul de pontamina 1%, cuya
resistencia fue de 4-8 mQ para acceder al NRT derecho con las coordenadas -1.3-1.6
mm anteroposterior, -2.1 mm lateral y 5.2-6.5 mm de profundidad de acuerdo con
Paxinos y Watson (2007); la sefal de grabacion de la micropipeta se filtré mediante un
filtro diferencial entre 300 y 3000 Hz (DAM-80 WPI, Saratosa FL, EE. UU.) y fue
monitoreada con un osciloscopio digital posteriormente, fue enviada a un discriminador
de ventana (WPI-121, Saratosa FL, USA) y de ahi a una computadora (PC) para
realizar histogramas de frecuencia mediante un programa INF-386 [Soto y Vega,
1987]. En algunos casos, la sefial fue enviada directamente del discriminador de
ventana de doble umbral (WP-121; WPI) para el andlisis de datos fuera de linea. El
ancho del contenedor era de 100 ms. Después fue enviado a una PC para analizar la

sefal mediante el programa MATLAB (The MathWorks, Inc. MA USA), (Figura 17).
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Figura 17. Ubicacion del NRT derecho para la colocacion del electrodo.

Figura 17. Ubicacion del NRT derecho para la colocacién del electrodo. Imagen
modificada de Paxinos y Watson, 2007.

8.5 Obtencién del NRT

Para la obtencion del NRT del lado derecho los individuos fueron sacrificadas con

una sobredosis de pentobarbital 100-150 mg/Kg, ip; el cerebro fue retirado del craneo

con una legra 7a y, para asegurar la integridad del tejido, el cerebro se coloco en

hielo sobre una caja Petri para proceder a realizar los cortes con una navaja y

apoyandonos de una espatula. El corte se realiz6 7.68-7.20 mm de la linea interaural

y 1.32-1.80 antero/posterior (A/P) desde bregma, de acuerdo con Paxinos y Watson

(2007), para vislumbrar el tejido a retirar. Posteriormente se introdujo una cucharilla
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en las coordenadas 1.0-3.20 mm medial/lateral (M/L) a la linea media y 4.7-7.5 mm
dorsal/ventral (D/V) de profundidad de acuerdo con Paxinos y Watson (2007);
apoyandonos de una espatula de leckon se extrajo el tejido de cada uno de los
grupos (control y lesion) y el NRT fue aislado y almacenado en tubos Ependorf de

1mL (Figura 18).

1.32-1.80 mm
AP
LR |

Figura 18. Extraccion del tefido (NRT derecho).

Figura 18. Extraccion del tejido (NRT derecho). Se muestran las coordenadas

utilizadas.

39



8.6 Extraccion del ARN total del NRT

Segundo grupo de animales, dividido en grupo control y con lesion unilateral del GP;
al tejido previamente obtenido fue depositado en tubos Ependorf, se le agregé 1 mL
de Trizoley el homogenado se dejé reposar 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregaron 0.2 mL de cloroformo y se agit6 por inversion durante 15
segundos. Las muestras fueron centrifugadas a 12000 rpm durante 15 min a 4° C.
Para recolectar la fase acuosa (superior) se agregaron 0.5 mL de isopropanol; después
se dejo reposar 15 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12000 rpm durante 10
min a 4° C. El sobrenadante se decanté y el precipitado obtenido fue lavado con 1 mL
de etanol al 75 %; luego se procedio a centrifugarlo a 12000 rpm durante 15 min a 4°
C. El sobrenadante fue desechado y el precipitado (ARN total) obtenido fue secado al
vacio. El botén de ARN se suspendié en una solucion de dietilpirocarbonato (DEPC
0.1 %) o bien agua libre de ARNasas. Posteriormente se procedié a la cuantificacion
del ARN por espectrofotometria mediante un NanoDrop® a una absorbancia de 260
nm y finalmente se observo la integridad del ARN total mediante el corrimiento de un

gel de agarosa al 1 % tefido con bromuro de etidio.

8.7 Cuantificacion relativa de la expresion del ARNm de la subunidad a3 del
receptor GABAa y el receptor de Dopamina D4

El ADNc se sintetizé a partir de 2 ug de ARN total por PCR utilizando la transcriptasa
reversa ImProm Il, también se utilizaron iniciadores al azar (random primers 0.5 pg/ul).
El volumen total de reaccion (20 ul) fue incubado en el termociclador Applied

Biosystems Gene Amp PCR System 2700 con el siguiente programa de ciclos: inicio
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25° C por 5 min, seguido por la extension a 42° C por 55 min y por ultimo se detuvo la
reaccion inactivando la enzima a 70° C por 15 min y enfriando a 4° C por 5 min. El
ADNc se amplific6 mediante la enzima ADN polimerasa del kit de “ADN master plus
SYBR Green 1” para la subunidad a3 del receptor GABAA,, el receptor dopaminérgico
D4 y la B-actina, como gen de normalizacién (Tabla 1). El proceso se llevd a cabo
empleando la tecnologia SYBR Green con el equipo Rotor Gene. La mezcla de
reaccion con un volumen final de 10 pL contuvo 0.5 mM de oligonucledtidos de la
subunidad a3 gen del receptor GABAA y el receptor de dopamina D4, usando B-actina
como gen de referencia y la mezcla de reaccién que contenia la enzima Fast Start,
amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCl2 3.5 mM en un volumen final de 10 pL.
Las reacciones se midieron en un Rotor-Gene en tiempo real (Corbett Life Science,
Concorde, NSW, Australia). La RT-PCR se llevdé a cabo utilizando las siguientes
condiciones de ciclos: preincubacion y desnaturalizacion a 95 °C durante 10 minutos.
Los ciclos umbral (Ct) se midieron en tubos separados por duplicado. La integridad y
la pureza de los productos amplificados se comprobaron por electroforesis en un gel
de agarosa al 2%. La curva de fusion se analiz6 al final de la amplificacién siguiendo
las condiciones del kit SYBER Green segun las condiciones indicadas por la empresa
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania). Cada ensayo incluyé un
control negativo para cada gen. Los valores de ACt se calcularon en cada muestra
para cada gen de interés de la siguiente manera: Ct objetivo - Ct referencia (el ARNm
de referencia se mantuvo estable a lo largo de los experimentos). Los cambios

relativos en el nivel de expresion de un gen especifico (AACt) se calcularon como el
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ACt del grupo de prueba menos el ACt del grupo de control y se presentaron como 2-

AACT.
Tabla 1. Caracteristicas y secuencias de los primers utilizados en la RT-PCR.
Primers Secuencias Temperatura Producto
(°C) (pb)
Subunidad as F5-GCTCCCAGTGCTTCTTCAAC-3° 60.04 196
Receptor R5- TGATAGCGGATTCCCTGTTC-3°
GABAA
NM_017069.3
D4 F5'-GATGTGTTGGACGCCTTTCT-3" 60.12 154
R5-AAACTCGGCATTGAAGATGG-3’
NM_012944.2
B-actina F5-GTGGGTAATGGGTCATAGGA-3’ 61 380
R5-AGCGCGTAACCCTCATAGAT-3"
NM_175594.2

8.8 Inmunohistoquimica para células inmunorreactivas a la subunidad a3 del
receptor GABAa y el receptor de Dopamina D4

En el tercer grupo de animales (n = 3, cada uno, control y lesidn), una semana después
de la lesion, se sacrificaron las ratas con una sobredosis de xylazina/ketamina (24
mg/kg + 210 mg/kg, PROCIN®/ANESKET® VET) y se perfundieron transcardialmente
con una solucion fijadora de paraformaldehido 4% en un buffer de PBS al 0.1M/L a un

pH de 7.4. Los cerebros fueron extraidos, almacenados y fijados en la misma solucion
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durante 3h. Posteriormente los cerebros fueron deshidratados en soluciones de
sacarosa al 5% y 30% durante 12 h en cada caso y fueron congeladas y almacenadas
a -70 °C. Para proceder a realizar cortes coronales de 20 pm en un criostato. Se
recogieron 2 series de 20 cortes y se almacenaron en una solucion de sacarosa al
20% a -20°C.

Las muestras fueron descongeladas y lavadas con PBS 0.1 M, posteriormente se
incubaron en una solucién de bloqueo durante 20 min (PBS 0.1M, suero fetal de
ternera al 20% y tritdn al 0.25%). El anticuerpo primario anti-subunidad as del RGABAA,,
anti-RDs (Novus Biologicals), el anticuerpo secundario anti-conejo (Santa Cruz
Biotechnology) y el complejo ABC peroxidasa, fueron diluidos en PBS mas suero fetal
de ternera al 1% y 0.125% de triton.

Para el anticuerpo primario anti-GABAA R a3 y anti-R D4 (1:500), la incubacion se
realizé durante 24 h y la incubacién del anticuerpo secundario anti-conejo (1:1000) y
el complejo ABC peroxidasa fue por 1 h. Luego de las incubaciones, a cada una se le
realizaron 3 lavados con PBS durante 5min. Para el revelado se utilizé6 3.3 mL de
aminobenzidina al 0.05% y H202 al 0.01%. Finalmente, las secciones fueron
deshidratadas en concentraciones crecientes de alcohol, aclaradas con xilol y
cubiertas con resina DPX (Entellan™ new) para su montaje. El hemisferio izquierdo,
sin lesion, se consideré como control; el hemisferio derecho contenia el GP lesionado.
La inmunorreactividad a NeuN se evalud en 4 secciones por animal. Se observaron al
microscopio o6ptico a 200x y 400x para cuantificar el numero de células

inmunorreactivas.
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8.9 Western blot

Extraccion de proteinas

En el cuarto grupo de animales (n = 6), se obtuvo el NRT derecho de los animales se
dividié en grupo control y con lesién unilateral del GP. Se trabajo con los 6 nucleos de

cada grupo por separado y se mantuvieron a -80 °C hasta el ensayo.

8.10 Preparacion de las proteinas

Los tejidos fueron mezclados en frio dos veces con 200 pL del buffer de lisis T-Per
(Thermo Fisher Scientific, Cat 78510, 0.2 M DTT, (1, 4-Dithiothreitol), 0.001 M PMSF
(fenil metil sulfonil fluoruro), 0.001 M de fluoruro de sodio (NaF), 0.2 M de ortovanadato
de sodio (Na3VO4), inhibidores de proteasas: coctel de inhibidores de proteasas
Complete (Roche Bioquimica molecualr, Indianapolis, IN, USA). Posteriormente, los
tejidos se homogenizaron con un homogeneizador con pistilo y se incubaron a 4°C por
15 min, posteriormente se centrifugaron a 12 000 x g por 10 min a 4°C. Los
sobrenadantes con las proteinas totales extraidas se transfirieron a otro tubo y se
almacenaron a -80 °C. Posteriormente se determind la concentracion de proteina
mediante el espectrofotdmetro Nano-Drop One C, con una longitud de onda de 280

nm (ND-ONEC, Thermo Fisher Scientific, USA).

8.11 Preparacion de los geles

Se consideraron las cantidades indicadas en la tabla 2 para preparar: el gel de corrida

y el gel concentrador.
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Tabla 2. Reactivos utilizados para la elaboracion del gel de corrida y gel concentrador.

Reactivos Gel de corrida (10%) Gel concentrador
Agua desionizada estéril  4.02 mL 3.05 mL

Tris-HCIl 1.5 M pH 8.8 25mL e
Tris-HCIO.5 M pH 6.8 - 1.25 mL

SDS 10% 100 pL 50 pl
Acrilamida-bis 3.3 mL 650 pl

TEMED 10 pl 5l

Persulfato de amonio 50 25 ul

Volumen final 10mL 5mL

8.12 Electroforesis y transferencia de proteinas

Para el analisis de western blot, se cargaron 200 pug de proteina en un gel de SDS-
poliacrilamida al 10% SDS y se corrid la electroforesis a 120 V por 90 min en un equipo
Mini-Protean Il Cell (Bio-Rad, CA, USA) junto con un marcador de peso molecular
(SeeBlue Plus2/500, Cat LC5925, Invitrogen). Las proteinas se transfirieron a una
membrana PVDF de 0.45 pm PVDF (PVDF Transfer Membrane; GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) embebida en un buffer de transferencia (25 mM Tris-buffer, 190
mM glicina, 20% metanol) a 120 V y a 4°C por 90 min mediante el sistema de
transferencia de proteinas (Mini-Transblot MCA, Bio-Rad). Posteriormente las

membranas se bloquearon con leche desengrasada 5% disuelta en TTBS (137 mM
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NaCl, 20 mM Tris-buffer y 0.1% Tween 20, pH 7.6) por 30 min a temperatura ambiente.
Después de eso, las membranas se incubaron toda la noche a 4 °C con el anticuerpo
primario contra la subunidad a3 del receptor GABAAR subunit, 1:500 (Cat No. NB
100-61096, Novus Biological), anti-D4R, 1:100 (Cat No. NBP1-00779, Novus
Biologicals), respectivamente. A continuacion, se realizaron tres lavados con TTBS (10
min cada uno) y las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-raton
IGG (Cat No. PI-2000-1, Vector Laboratories, CA, USA) a una dilucion de 1:10,000 por
2 h a temperatura ambiente. Se lavaron las membranas nuevamente con TTBS tres
veces mas (10 min cada uno). Las bandas de las proteinas se revelaron mediante un
kit de deteccidn por bioluminiscencia, el cual contiene peroxido de hidrégeno (H202) y
el reactivo luminol (Cat. No. 1705060, Bio-Rad, CA, USA), de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Posteriormente, las bandas se analizaron con el software
Image J (desarrollado por el Instituto nacional de Salud) para obtener datos
densitométricos. Después se utilizo un buffer (Tris-HCL 0.5 M, pH 2.0) para el
desnudamiento de las membranas para su posterior incubacion con el anticuerpo
monoclonal anti B-actina (Cat No. A3854-200 UL, Sigma-Aldrich, USA) como la
proteina control de carga. Finalmente se realizé la relacion de la sefal de las proteinas

con la actina.

8.13 Analisis Estadistico.

Los resultados fueron expresados como Media * el error estandar (S.E.M.), los datos

se analizaron mediante la t-Student, para determinar diferencias entre los grupos para
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el indice del patron de rafaga de disparo y el ISI, asi como los cambios en la expresion
de ARNm, Western blot e inmunohistoquimica. El analisis estadistico se realizd con el
software GraphPad Prism version 6. Se consider6 estadisticamente significativo un
valor de p < 0,05, en los cambios en la expresion de ARNm, Western blot e
inmunohistoquimica y para el patron de rafagas y el IS| se consider6 estadisticamente

significativo un valor de p < 0.05.

9. RESULTADOS

9.1 Inmunohistoquimica para células inmunorreactivas a NeuN en el Globo Palido

En un tercer grupo de animales (n=4) dividido en, grupo control (hemisferio izquierdo),
grupo con lesion unilateral del globo palido (hemisferio derecho); se analizaron los
cortes de las figuras 19A que muestra al grupo control y 19B que muestra al grupo con

la lesion unilateral (400yx), se observa la inmunoreactividad de NeuN en el globo palido.

La inmunoreactividad relativa de NeuN mostré que el hemisferio lesionado (GP
derecho) comparado con el hemisferio control (GP izquierda) (Fig. 19A), lesion
unilateral en el GP derecho (Fig. 19B) disminuy6é el numero de NeuN-positivos
(t17=39,33, P<0,0001). El porcentaje de células restantes en el GP derecho era cerca
de 23%, que confirma que la mayoria de las neuronas palidales fueron destruidas con

acido quindlico (Fig. 19C) [Alatorre et al.,2019].
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Figura 19. Fotomicrografias mostrando neuronas inmunorreactivias a anti-Neul.

Figura 19. Fotomicrografias mostrando neuronas inmunorreactivias a anti-NeuN. A)
hemisferio izquierdo del GP grupo control NeuN-positivas. B) hemisferio derecho del
GP grupo lesionado. Se observa que la administracién de acido quilnolinico induce la
pérdida neuronal en el lado derecho GP. Imagenes con aumento 400y, tamafo de la
barra 100um. Datos mostrados como Media + error estandar (n = 2 ratas por grupo). *
p = 0.05 comparado con el grupo control.

9.2 Actividad eléctrica

En el primer grupo de animales dividido en grupo control y con lesion unilateral del GP
derecho. Siete dias después de llevarse a cabo la lesion, se realizé la prueba de giro
con la aplicaciéon sistémica de apomorfina (0.1mg/Kg, ip); tanto en el grupo control
(n=3) como en el grupo lesionado (n=3). Tres dias posteriores a la prueba de giro, se

realizaron los registros celulares unitarios en el NRT (n=12 neuronas por cada grupo).
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Durante el registro de la actividad eléctrica del grupo control de las neuronas
reticulares talamicas se observaron dos tipos de disparo neuronales, el disparo tonico
y el disparo en rafagas (Figura 20A). En la identificacién del tipo de disparo se hizo
una amplificacion del histograma para diferenciar la actividad eléctrica de las neuronas
reticulares y se observo el disparo en rafaga (20B). Se analiz6 la frecuencia de disparo
de las neuronas reticulares del grupo lesionado y se observé un incremento en la
frecuencia de disparo de las neuronas reticulares talamicas con respecto al grupo
control. De 1.417 + 0.1486 disparos por segundo a 34.00 * 1.148 disparos por segundo
(Figura 20C). En la actividad eléctrica del grupo con la lesion unilateral del GP derecho
se observo incremento en la frecuencia de disparo espontdaneo de estas neuronas
(Figura 20D), comparado con la frecuencia de disparo neuronal del grupo control. El
tipo de disparo se verific6 mediante la amplificacion del histograma de los registros
unitarios (Figura 20E). También, se realizdé una comparacion entre el grupo control y el
grupo lesionado de la tasa global de disparos (todas las neuronas, ambos patrones de
disparo) llamado intervalo interespiga que muestra los tiempos entre disparos y la
distribucion de la longitud de los intervalos que separa dos disparos consecutivos. Un
régimen ténico se refiere a disparos periodicos y los patrones temporales para
determinar la presencia de una rafaga, son un minimo de dos espigas consecutivas,
precedidas de un silencio de al menos 50 ms, y con un maximo de 6 ms entre espigas
[Weyand et al., 2001]. Al analizarlo, mostré una diferencia significativa entre ambos
grupos 0.5196 + 0.04158 disparos por segundo lo que nos dice que el grupo control

tiene mayor numero de disparos en rafaga que el grupo lesionado (Figura 20F).
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Figura 20. Actividad eléctrica de las neuronas del NRT.

Figura 20. A) Actividad eléctrica de las neuronas del NRT en el grupo control. Se
observan los dos tipos de disparo: el disparo ténico y el disparo en rafagas. Disparo
en rafaga (flecha verde) y con disparo tonico (flecha roja). B) Se amplificé una banda
de registro del histograma donde observamos un disparo en rafaga. C) Frecuencia de
disparo de las neuronas reticulares talamicas de ratas control y ratas con lesién del
GP. D) Actividad eléctrica de las neuronas del NRT en el grupo con lesion unilateral del
GP derecho. Se observa una mayor actividad del disparo en rafaga (Flecha verde) y
menor disparo tonico (Flecha roja). E) Se amplific6 una banda de registro donde
observamos disparos ténicos y disparos en rafaga. Los registros electrofisiologicos se
llevaron a cabo en neuronas del NRT. y ratas con lesion del GP. A, B, D y E datos
expresados como la media + error estandar t-Student. P<0.00; n=12. C y F datos
mostrados como media + error estandar t-Student. * P<0.001, diferencia significativa
con respecto al control, p<0.001. n = 12 ratas por grupo.
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9.3 Expresion relativa del ARNm de los receptores de dopamina Day la subunidad
as del receptor GABAA

Tres dias después de la prueba de giro inducido por apomorfina, se obtuvieron los NRT
para evaluar el receptor D4 y la subunidad as del receptor GABAA por RT-PCR. El
analisis del ARNm para D4R en el NRT mostré6 una mayor expresion relativa en los
animales con lesion del GP derecho, en comparacion con el grupo control (t4=7.15, P
= 0.002) (Figura 21A). Con respecto a la expresion relativa del ARNm para la
subunidad a3 del receptor GABAa, se observé lo contrario que con el D4R, esto es, la
expresion fue menor en el grupo con lesién unilateral del GP comparado con el control

(ts= 6.94, P = 0.002) (Figura 21 B).

B
3
=
. ® = 9

<

s £ [ s g :

2% 20

=% 24 =5 2

v @ @

=3 4

52 S 9

w Qo N =

2 = A @ =

=5 1 =8 N X

g 8 5o

2 i
k:
0 1 e L@ E 0 T 1
Control Lesion unilateral 5 Control Lesion unilateral

5
w

Figura 21. Expresion relativa del ARNm del receptor dopaminérgico D4 en e/ NRT.

Figura 21. A) Expresion relativa del ARNm del receptor dopaminérgico D4 en el NRT. B)
Expresion relativa del ARNm de la subunidad a3 del receptor GABAérgico en el NRT. Las
graficas comparan al grupo control con el grupo lesionado (lesién del GP derecho) t-
Student. * p = 0.002 respecto al grupo control. Datos mostrados como Media + error
estandar (n = 6 ratas por grupo).
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9.4 Inmunorreactividad del receptor dopaminérgico D4

En los grupos de animales (control y lesién del GP), los cortes histoldgicos coronales
de 20 um del NRT se analizaron a 200x. En la figura 22A (superior) se observa que la
marca del receptor dopaminérgico D4 en el NRT del grupo control fue relativamente
baja, en comparacion con la de los animales con lesion unilateral del GP (ts = 3.82, P
= 0.008) (Figura 22 A, inferior). La intensidad relativa de los receptores D4 en el NRT
de los animales lesionados en el GP derecho fue mayor, con respecto a los animales

control (ts = 3.82, P = 0.008) (Figura 22B).
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Figura 22. Distribucion del receptor dopaminérgico D4 en el NRT.

Figura 22. Distribucién del receptor dopaminérgico D4 en el NRT. A) grupo control (imagen
superior). Se sefala las células positivas para el receptor dopaminérgico D4 en el NRT.
Imagen inferior del grupo con lesién unilateral del GP se sefala las células positivas en el
NRT para el receptor dopaminérgico Ds4. Imdgenes en aumento de 200x. Tamario de la barra
10um. Datos mostrados como Media +* error estandar (n = 6 ratas por grupo). * p = 0.008
comparado con el grupo control.
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9.5 Distribucién de la subunidad as del receptor GABAA
En las secciones coronales de 20um se observa la marca para la subunidad a3 del

receptor GABAA en el grupo control (Figura 23 A superior). En el NRT de los animales
con lesion del GP derecho, la marca es mas abundante que en los controles (Figura
23 Alinferior). La intensidad relativa de la marca para dicha subunidad a3z fue mayor en
los animales con lesiéon del GP derecho (ts= 6.52, P = 0.0002), como se aprecia en la

grafica (Figura 23 B).
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Figura 23. Distribucion de la subunidad a3 del receptor GABAA en el NRT.

Figura 23. Distribucion de la subunidad as del receptor GABAA en el NRT. A) grupo
control (imagen superior), grupo con lesion unilateral del GP (imagen inferior) se sefala
un numero mayor de células positivas en el NRT para la subunidad a3 del receptor

GABAA. Imagen en aumento de 200x. Datos mostrados como Media + error estandar
(n = 6 ratas por grupo). * p = 0.0002 comparado con el grupo control.
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9.6 Contenido del receptor dopaminérgico Da

En relacién con el contenido del receptor D4, se observé que la densidad de las bandas
fue mayor en los animales con lesion del GP derecho que en los animales control (ts =
2.88, P = 0.028), (Figura 24 A). Esto se observa claramente en la Figura 24 B. Estos

resultados son acordes al analisis inmunohistoquimico y al ARNm para esta proteina
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Figura 24. El andlisis por Western blot de las proteinas en el receptor dopaminérgico D4 en el NRT.

Figura 24. El analisis por Western blot de las proteinas en el receptor dopaminérgico
D4 en el NRT; en CNRT (grupo control), LNRT (grupo con lesion unilateral del GP). A)
Los datos son presentados como la expresion relativa de proteina (DO: densidad
optica) normalizada con B-actina. B) t-Student. * p = 0.028, diferencia significativa
respecto al grupo control. Datos mostrados como media * error estandar (n=6 ratas

por grupo).
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9.7 Contenido de la subunidad as del receptor GABAA

El contenido de la subunidad as del receptor GABAA en el NRT de los animales con el
GP lesionado fue mayor que en los animales control (ts= 3.74, P = 0.009), (Figuras 25
Ay 25 B). Este resultado es consistente con el incremento observado en el analisis
inmunohistoquimico de esta subunidad, pero no con el decremento observado en el

ARNmM para dicha proteina.
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Figura 25. El andlisis por Western blot de la proteina de la subunidad a3 del receptor GABAA en el NRT.

Figura 25. El analisis por Western blot de la proteina de la subunidad a3 del receptor
GABAA en el NRT; en CNRT (grupo control), LNRT (grupo con lesion unilateral del
GP). A) Los datos son presentados como la expresion relativa de proteina (DO:
densidad 6ptica) normalizada con B-actina. B) t-Student * p = 0.009, diferencia
significativa respecto al grupo control. Datos mostrados como media + error estandar
(n = 6 ratas por grupo).
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10.DISCUSION

El nucleo reticular del tdlamo es un grupo de neuronas gabaérgicas que estan
involucradas en multiples procesos para la integracion y el procesamiento de la
informacion sensorial, motora, atencional y cognitiva. Ademas, es responsable de la
modulacién de las actividades ritmicas talamocorticales [Lee et al., 2007; Pinault,
2004]. Las neuronas reticulares poseen predominantemente la subunidad az de los
receptores GABAA [Mozrzymas et al., 2007; Pratt y Morris, 2015; Waldvogel et al.,
2017], el cual determina el grado de inhibicién que el GP ejerce sobre las neuronas del
NRT para la generacion del disparo en rafaga [Liu X. B. et al, 2007]. Ademas, la
principal entrada GABAérgica desde el GP hacia el NRT es modulada por dopamina,
a traveés de receptores dopaminérgicos D, los cuales se localizan en las terminales
axonicas palido-reticulares [Gasca-Martinez, D. 2010; Govindaiah et al., 2010]. De esta
forma, las terminales axonicas provenientes del GP reciben fibras dopaminérgicas
desde la pars compacta de la sustancia negra, las cuales modulan la liberacién de
GABA por medio de una inhibicion presinaptica de los receptores dopaminérgicos D4
[Floran B. et al, 2004; Pazo et al., 2013].

El registro extracelular unitario de las neuronas del NRT que se llevo a cabo en este
trabajo mostré en los individuos control dos tipos de disparo, el disparo tonico y el
disparo en rafagas. El modo de disparo que presentan esta determinado por el
potencial de membrana, el cual se caracteriza por presentar dos tipos, uno llamado
tonico, que se presenta cuando la neurona se despolariza y depende de sus
interacciones con la corteza y con el tdlamo a través de proyecciones glutamatérgicas,

noradrenérgicas, provenientes del locus coeruleus del tallo cerebral, serotoninérgicas,
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provenientes del nucleo del rafé dorsal y colinérgicas, provenientes del nucleo
pedunculo pontino. El otro tipo de disparo es en rafagas y ocurre cuando la neurona
estd hiperpolarizada; este tipo de disparo depende de las proyecciones gabaérgicas
que se proyectan desde el GP [Morrison y Foote, 1986; Pinault, 2004; Govindaiah et
al., 2010]. Las terminales axdnicas del GP reciben sinapsis dopaminérgicas desde la
SNc, las cuales modulan la liberacion de GABA a través de inhibicidon presinaptica
mediante los receptores domaminérgicos D4 [Pazo et al., 2013]. Las lesiones en el GP
que se realizaron con el acido quinolinico tienen un efecto éptimo, ya que so
especificas para el GP interno (nucleo endopeduncular) en las proyecciones estriado-
palidales y no causa lesiones en los axones que pasan a través de él, como es la via
estriado-nigral [Hauber et al., 1998; Lonser et al., 1999]. Los resultados obtenidos
muestran que la lesidén unilateral del GP causé el incremento en la frecuencia de
disparo tonico y la disminucion de los disparos en rafagas de las neuronas del NRT
ipsilateral. Esto se comprobd midiendo el intervalo inter espiga, que muestra los
tiempos entre disparos y la distribucion de la longitud de los intervalos que separa dos
disparos consecutivos. Un disparo tonico se identifica por disparos periodicos; en
cambio, los patrones temporales para determinar la presencia de una rafaga presentan
un minimo de dos espigas consecutivas, precedidas de un silencio de al menos 50 ms,
y con un maximo de 6 ms entre espigas [Weyand et al., 2001]. La disminucién de los
disparos en rafaga en las neuronas reticulares talamicas puede atribuirse a la
dsisminucion de la liberacion de GABA, debido a la pérdida de las neuronas
gabaérgicas que proyectan desde el GP, debido a que solamente queda el 23 % de

las neuronas palidales después de la lesion. Al mismo tiempo, las proyecciones
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talamocorticales y corticotalamicas, ademas de las que provienen de nucleos del
tronco encefalico parecen favorecer el incremento del numero de disparos toénicos
debido a la liberacidon de DA, 5HT y NA liberados de la SNCc, del rafe dorsal y del locus

coeruleus, respectivamente [Guillery y Harting, 2003].

La baja liberacion de GABA también podria ser responsable de la reduccion de los
disparos en rafaga de las neuronas reticulares. El NRT contiene neuronas gabaérgicas
y esta involucrado en multiples procesos de integracion y procesamiento de
informacion sensorio-motora, atencional y cognitiva, también es responsable de la
modulacién global de las actividades talamo-corticales [Lee et al., 2007; Pinault, 2004].
Como ya se menciono, la subunidad a3z de los receptores GABAa predomina en las
neuronas del NRT [Mozrzymas et al., 2007; Pratt y Morrison, 2015], lo que determina
el grado de inhibicion o silenciamiento que el GP ejerce sobre las células del NRT,
generando rafagas [Liu et al., 2007]. Ademas, la principal entrada GABAérgica desde
el GP hacia el NRT esta modulado por receptores dopaminérgicos D4, localizados en
las terminales axdnicas palido-reticulares [Gasca-Martinez et al., 2010; Govindaiah et
al., 2010]. De esta forma, las fibras dopaminérgicas que proyectan desde la SNc
modulan la liberacion de GABA, mediante la inhibicion presinaptica por los receptores

D4 [Floran et al., 2004; Pazo et al., 2013].

Con respecto a los resultados sobre la expresion relativa del ARNm para el receptor
dopaminérgico D4 en el NRT, se observo aumento en las ratas del grupo con lesion
unilateral del GP derecho, en comparacion con los animales del grupo control.

Considerando que la lesion del GP no fue total, sino que solo el 80 % de las neuronas
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fue destruido, es posible que el 20 % de las neuronas que no fueron destruidas en el
GP, hayan incrementado tanto la expresién del ARNm como el contenido de la proteina
D4, probablemente como un mecanismo compensatorio, debido a la presencia de
colaterales recurrentes de fibras nerviosas dopaminérgicas desde la SNc, que son mas
del 50 % [Gasca-Martinez et al., 2010]. Con respecto al decremento de la expresion
relativa del ARNm para la subunidad asz del receptor GABAergic en el NRT, esto podria
deberse a la baja liberacion de GABA, dado el pequefio numero remanente de
neuronas gabaérgicas después de la lesion (aproximadamente 23 %). Esto, aunado al
incremento en el receptor D4, el cual contribuye a la inhibicion de la liberacién de GABA
desde las neuronas del GP, resulta en el decremento del ARNm para la subunidad a3
del receptor GABA (Graziane et al., 2009). Considerando que el NRT esta inervado por
neuronas provenientes de la SNc y que la sobre exposicidon de las neuronas a un
neurotransmisor causa tolerancia o desensibilizacion, modificando la sintesis o
degradacion de los receptores, podria especularse que el aumento del ARNm para el
receptor D4, asi como la proteina pudieran deberse a proyecciones de colaterales
recurrentes de la SNc. Es probable que estas proyecciones continuen liberando la
misma cantidad de neurotransmisor; sin embargo, la lesion del GP redujo el nhumero
de neuronas que reciben dopamina, por lo que el aumento en el numero de receptores
D4 podria ser un mecanismo de compensacién de la reduccion de la transmision

GABAérgica después de la lesion del GP.

En el caso de la subunidad a3 del receptor GABAA, la disminucion del ARNm en el

NRT contrasta con los datos de inmunohistoquimica y el contenido de la proteina en
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ese nucleo, que muestran incremento en la proteina. Este contraste podria deberse a
ARN de interferencia (iIARN), como un posible mecanismo de silenciamiento post-
trasncripcional de genes especificos, que consiste en la degradacion de ARNm
especificos; también podria deberse a procesos post-traduccionales, tales como la
metilacion, la acetilacién, hidroxilacion o fosforilacion (Agrawal et al., 2003; Zhu y Palli,
2020; Mattick y Amaral, 2022). Existen también otros mecanismos, como los ARN
pequefios no codificantes (snoARN), los cuales se requieren predominantemente en
la maduracion de los ARNm y ribosomal. Los snoRNAs llevan a cabo funciones
celulares como la regulacién transcripcional, muchos de ellos son derivados de
intrones, que son transcritos no codificantes de proteinas y que tienen funciones
reguladoras del ARN (Nahkuri et al., 2008; Ogorelkova et al., 2009; Kishore et al.,
2010). El aumento del contenido de la subunidad as en el NRT podria deberse al bajo
numero de neuronas gabaérgicas que proyectan desde el GP, causando baja
liberacion de GABA hacia las neuronas del NRT, ocasionando el aumento en la sintesis
de la subunidad as. Sin embargo, el disparo ténico se increment6 debido a la lesidon
del GP; esto indica que el aumento de la subunidad as del receptor GABAA no
compensa la disminucion de la liberacion de GABA, por lo que se pierde la inhibicidon
de las neuronas del NRT por el GABA, por lo que la frecuencia del disparo tonico
aumenta. Las proyecciones gabaérgicas del GP al NRT pueden influenciar
directamente la transmision talamocortical a través de la actividad de las neuronas del
NRT (Asanuma, 1994), ya que el NRT es la estructura que conecta los circuitos
talamocorticales y corticotalamicos, actuando como un mediador de la atencion

selectiva y un iniciador de las actividades corticotaldamicas ritmicas (Zhao et al., 2020).
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Por tanto, si la actividad del NRT se vuelve aberrante o existe algun defecto en la
neurotransmision GABAérgica por las neuronas de dicho nucleo, esto puede caudas
la activacion de la cortea cerebral y generar ritmos inusuales en el procesamiento de

la informacioén talamocortial.

11.CONCLUSIONES

Los hallazgos reportados en este estudio muestran que la lesion unilateral del GP
incrementa la frecuencia del disparo tonico y disminuyen las rafagas de las neuronas
del NRT.

Las neuronas reticulares presentan mecanismos compensatorios moleculares para el
receptor dopaminérgico D4 que suprimen la liberacion de GABA lo que aumenta los

disparos tonicos en las neuronas del NRT.

La subunidad a3 del receptor GABAA tiene posibles cambios post-traduccionales en
las neuronas del NRT que se relacionan con la disminucion del disparo en rafagas por

parte de las neuronas reticulares.
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12.PERSPECTIVAS

De manera general, considerando que el registro celular de las neuronas reticulares
revelé un cambio en la frecuencia de disparo tras la lesién del globo palido, en este
estudio se sugirié que el cambio en la frecuencia de disparo en las neuronas del NRT
se debe a los mecanismos moleculares del receptor dopaminérgico D4 y de la
subunidad a3 del receptor GABAérgico. Sin embargo, los mecanismos moleculares
por los cuales se lleva a cabo ese cambio en la actividad eléctrica de las neuronas
reticulares no han sido dilucidado. Por lo tanto, se sugiere que, seria adecuado la
incorporacion de estudios de visualizacion de los receptores a través de
inmunoflorescencia y estudios farmacolégicos que permitiran evaluar el sitio especifico
de la terminal sinaptica (presinaptico o postsinaptico) donde se expresan los
receptores D4 y la subunidad a3 en el NRT, ademas de, ampliar los estudios

moleculares que pertenecen a la via palido-reticular.
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The thalamic reticular nucleus controls information processing in thalamocortical neurons. GABAergic neurons present in this nucleus
express the a; subunit of post-synaptic GABA, receptors, which bind GABA from globus pallidus neurons. Pallidal neurons, in turn,
have dopaminergic D, receptors in their axon terminals. The thalamic reticular nucleus connects reciprocally with the thalamus, and
it receives afferents from the brain cortex, as well as from other brain structures that have an important role in the modulation of
the thalamic network. Based on the above, the purpose of this study was to assess the electrophysiological and molecular effects of
unilateral lesion of the globus pallidus on the electric activity of the thalamic reticular nucleus. Two-month-old male rats were used.
The right globus pallidus was lesioned with quinolinic acid. Seven days after the lesion, ipsilateral turning was registered, confirming the
lesion. Afterward, electrophysiological evaluation of the right thalamic reticular nucleus’ electrical activity was performed. Subsequently,
mRNA expression for D, receptors and subunit a;, as well as protein content were assessed in the right reticular nucleus. Pallidum lesion
caused an increase in firing frequency and decreased firing bursts of reticular neurons. In addition, dopaminergic D, mRNA, as well as
protein increased. In contrast, GABAergic GABA, subunit a; expression was suppressed, but protein content increased. These results
show that the globus pallidus regulates firing in reticular neurons through D, receptors and subunit a; of GABA, receptor in the reticular
nucleus of the thalamus.

Key words: thalamic reticular nucleus, globus pallidus, thalamocortical pathway, D, receptors, GABA, a; subunit

et al., 2016; Villalobos et al., 2016). Reticular neurons

INTRODUCTION do not project directly to the cerebral cortex, instead,

they send GABAergic projections to different nearby

The thalamic reticular nucleus (TRN) is a cluster of  thalamic nuclei, thereby inhibiting their activity, due
GABAergic neurons surrounding the thalamus (Floran  to its key location between the cortex and the thala-
et al., 2004; Sun et al.,, 2012; Ahrens et al., 2015; Hou mus. All thalamic-cortical (TC), cortical-thalamic (CT),
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and reticular-thalamic (RT) projections constitute
a unified and topographically organized circuit (Lam
and Sherman, 2011). Furthermore, seven sectors have
been identified in the TRN: motor, auditory, visual,
somatosensory, limbic, gustatory, and visceral (Sho-
saku & Sumimoto, 1983; Shosaku et al., 1984; Kimura et
al., 2012; Clemente-Perez et al., 2017; Crabtree, 2018).
Many TC and CT neurons innervate a single GABAergic
neuron in the TRN which, in turn, sends projections to
many TC neurons (Pinault, 2004; Pratt & Morris, 2015).
The large receptive fields for the TRN and its inhibitory
cells have led to the idea that it has an integrative role,
since each sector of the TRN receives projections from
the corresponding cortical and thalamic neurons, pro-
jecting back to the thalamic nucleus that innervates it.
Also, it is possible that this nucleus communicates to
the cortex and the striatum through the circuit formed
by the TC-RT-CT projections in the reticular neurons
that can inhibit and temporarily interrupt neuronal
activation in some thalamic nucleus located in the vi-
cinity. These interactions between pairs of thalamic
nuclei are reciprocal and modulate the transmission
of information through the thalamus to the cerebral
cortex, the striatum, and other structures of the basal
ganglia (Crabtree, 2018).

The TRN receives not only glutamatergic projec-
tions from the thalamus and cortex, but also GABAergic
projections from the globus pallidus (GP) (Villalobos et
al., 2016), and dopaminergic projections from the pars
compacta substantia nigra (SNc). However, SNc¢ neu-
rons do not synapse directly with TRN neurons, but
rather with GABAergic pallidal neurons by axo-axonic
synapses (Govindaiah et al., 2010).

The TRN nucleus has two types of neural respons-
es, the tonic mode, and low-threshold bursts, defined
by the polarization state of the cell membrane. These
two responses are related to the way in which the
transmission of information between the thalamus
and the cortex occurs. Under depolarized conditions,
cells fire in a tonic mode, generating individual ac-
tion potentials of variable frequency, while in states
of membrane hyperpolarization, neurons respond
through low-threshold bursts. The firing mode de-
pends on the resting membrane potential; when it is
around -65 mV, firing is tonic, but when membrane
voltage is lower than -65mV, firing is in bursts (Bazhe-
nov et al, 1999; Pinault, 2004; Byoung-Kyong, 2010;
Pratt & Morrison, 2015). Membrane hyperpolariza-
tion activates low-threshold Ca? channels, also called
T-type channels (Bal & McCormick, 1996), the activa-
tion of which allows entry of Ca?* and membrane de-
polarization, causing a plateau, the duration of which
ranges from 100 to 200 ms. Tonic spikes are responsi-
ble for subsequent and detailed processing of select
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relevant information from thalamic neurons to their
respective cortical association area. The burst mode
responds to information deviation to primary corti-
ces and redirects the information to association areas
for memory processes and to the primary memory
cortex to remember the information (Guido & Wey-
and, 1995).

Although the presence of GABAergic projections
from the GP to the TRN is known, their role in the activ-
ity of reticular neurons has not been deeply analyzed
(Asanuma & Porter, 1990; 1994; Cornwall et al., 1990;
Hazrati & Parent, 1991; Gandia et al., 1993). There are
a few studies addressing the pallidal-reticular pathway
(Pazo et al., 2013). It has been reported that activation
of GP predominantly diminishes the spontaneous TRN
neurons firing rate, while its inhibition increases their
firing rate (Villalobos et al., 2016). Some studies in-
dicate the presence of a high number of D4 receptors
within the TRN, which are located, according to ana-
tomical, immunohistochemical, electrophysiological,
and pharmacologic studies, in the presynaptic buttons
of pallidal axon terminals (Mrzljak 1994; Defagot et
al., 1997). Thus, GABA release from pallidal neurons,
mediated by depolarization, is modulated by dopami-
nergic receptors responding to dopamine (DA) from
striatal neurons (Shin et al., 2003; Floran et al., 2004;
Gasca-Martinez 2010; Govindaiah et al., 2010; Erlij et
al., 2012). Dopaminergic innervation of the thalamic
reticular nucleus originates from the substantia nigra
pars compacta (SNc) (Gasca-Martinez et al., 2010; Fer-
rarelli & Tononi, 2011; Pazo et al., 2013). In summary,
the activation of the GP inhibits the spontaneous ac-
tivity of TRN neurons through GABAergic terminals. In
turn, dopaminergic neurons from the SNc inhibit GP
GABAergic transmission to the TRN via presynaptic Da
dopaminergic receptors, thus activating TRN neurons,
which then inhibit thalamic relay neurons, originating
a dysfunctional activity in the passage of information
to the cerebral cortex (Shin et al., 2003; Gasca-Mar-
tinez et al., 2010; Govindaiah et al., 2010; Pazo et al.,
2013; Pratt & Morris, 2015).

It is known that the majority of Da. receptors are
present in GABAergic collateral projections going
from the GP to the TRN, modulating GABA release
(Erlij et al., 2012; Conde-Rojas et al., 2020). D4 recep-
tors are coupled to Gai/o proteins, which inhibit ad-
enylate cyclase and cAMP production (Lindgren et
al., 2003; Beaulieu et al., 2011). GABAA receptors are
part of ligand-gated chlorine channels and are re-
sponsible for rapid synaptic inhibition in the brain.
In mammals, they are pentameric, with different
combinations of 17 subunits. There is a great variety
of subtypes of GABAA receptors in the brain, and are
responsible for the functional diversity of those re-
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ceptors. In rodent brain it seems to comprise at least
12 subunits: al-6, B1-3, y1-3 (Pirker, 2000; Chen, 2001;
Bollan et al., 2003). The most abundant subunits in
adult rat brain are al-6, B2, and y2, which are pres-
ent in 60-90 % of GABA receptors; a2, a3, a5, B3 are
moderately abundant, with 15-30% present in the
GABA receptor (Fritschy, 1995). Specifically, the pen-
tameric conformation of the subunits that comprise
the GABAA receptor found in reticular cells are: al
and a3, two B3, and one y (Pirker, 2000). Electrophys-
iological and immunohistochemical studies show the
presence of the a3 subunit in GABAA receptors, which
is the main subtype expressed in the reticular nucle-
us of the thalamus, in contrast to other nuclei (Yee
et al., 2005). The a3 subunit of the GABAA receptor is
important for the function of chlorine channels in the
TRN neurons, as the activation of GABAA receptors in-
creases the passage of chlorine ions to induce neuron
hyperpolarization, thus activating T-type Ca* chan-
nels, which are necessary for the generation of firing
bursts (Liu et al., 2007; Mozrzymas et al., 2007). Con-
sequently, deficiency of the a3 subunit disturbs retic-
ular neurons response to pallidal neurons, decreasing
generation of firing bursts (Yee et al., 2005; Liu et al.,
2007). Therefore, the aim of this study was to evalu-
ate, the effects of a unilateral lesion of the GP on the
electrical function of the TRN by using electrophysio-
logical and molecular approaches.

D4 and GABAa subunit a3 receptors after GP lesion

METHODS
Animals

Two-month-old, male Wistar rats (n=40), weigh-
ing 180-220 g, with free access to water and food were
used. They were divided in two groups: control (n=20)
and lesion (n=20). Animals were handled according to
the regulations approved by the Animal Care and use
Committee of the National Polytechnical Institute,
School of Medicine Animal Care Facility. Num. ESM-
-CICUAL-01/12-10-2016.

Fig. 1 shows the experimental design.

Stereotaxic surgery (unilateral lesion of the right
globus pallidus)

Animals were anesthetized with xylazine/ketamine
(8 mg/kg + 70 mg/kg ip), placed on a two tower Da-
vid Kopf stereotaxic device, model 902 (Tujunga, CA,
USA). Supplementary doses of anesthesia were given
(50-70 mg/kg) if/when the corneal reflex was present.
A thermal pad and a rectal thermometer (Frederick
Haer & Company, Bowdoin ME, USA) were used to mon-
itor and maintain body temperature at 37.5°C.

For lesion of the right GP, a 30 G caliber cannula was
placed with the following coordinates: antero/posteri-
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Fig. 1. Experimental design.
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or (AP) -0.84 mm from bregma, medial/lateral to mid-
line (ML) 3.0 mm, and dorsal/ventral from dura (DV)
6.5 mm (Paxinos and Watson, 2007). 200 nL of quinolin-
ic acid (240 nmol/uL) were applied for a 4-min infusion
period. The cannula was maintained in place for 5 min
to allow for adequate diffusion of the neurotoxic sub-
stance. Quinolinic acid was dissolved in a NaOH (4M)
solution, adjusted to a 7.4 pH using a HCI (1M) solution.
Seven days after the lesion by quinolinic acid, the
lesion of the GP was assessed by inducing ipsilateral
turns with apomorphine (0.1 mg/kg, i.p.). Only those
rats presenting more than three turns per min were
used for the evaluations. Histological analysis indicat-
ed that approximately 80% of cells in the GP died due
to quinolinic acid.

NeuN immunoreactivity

One week after the lesion, four rats were eutha-
nized with an overdose of xylazine/ketamine (24 mg/kg
+ 210 mg/kg, Procin®/Anesket® Vet). Afterward, they
were transcardially perfused with a fixative solution
(4% paraformaldehyde in PBS 0.1M, pH 7.4). Brains were
extracted, stored, and fixed in the same solution for 3 h.
Subsequently, brains were dehydrated in 5% and 30% su-
crose solutions for 12 h, then frozen and stored at -70°C.
Coronal cuts (30 um) were obtained, 2 series of 20 slices
were collected and stored in a 20% sucrose solution at
-20°C. Samples were thawed and washed with PBS (0.1 M,
10% fetal calf serum and 0.5% triton). Anti-NeuN prima-
ry antibody (ab104225, Abcam), anti-rabbit secondary
antibody (Isab System-hrp kit; DAKO, CA, USA), and ABC
peroxidase complex were diluted in PBS with 1% fetal
calf serum and 0.125% triton. Incubation with anti-NeuN
primary antibody (1:1000) was carried out for 48 h; in-
cubation with anti-rabbit secondary antibody (1:1000),
and the ABC peroxidase complex was for 2 h. After in-
cubations, each slice was washed 3 times with PBS for
5 min. Reveal was made using 3.3 mL of amino benzi-
dine (DAKO, CA, USA) 0.05% and H,0 0.01%. Finally, the
sections were dehydrated in increasing alcohol concen-
trations, followed by xylol, and covered with DPX resin
(Entellan™ new) for mounting. The left hemisphere (no
lesion) was considered as control; right hemisphere con-
tained the injured the GP. NeuN immunoreactivity was
evaluated in 4 sections per animal.

Electrophysiological recordings
To evaluate unitary cell recording in neurons of

the TRN, 3 control animal and 3 animals with unilat-
eral lesion of the GP were anesthetized with xylazine/
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ketamine (8 mg/kg + 70 mg/kg). A 3 mm burr hole was
drilled to allow for neuronal recordings. Once the du-
ramater was visible, we proceeded to remove it using
a fine hook. A recording electrode was placed in the
TRN; according to Paxinos and Watson (2007), the
coordinates for the location of the electrode were:
1.3-1.6 mm AP from bregma, -2.1 mm ML, 5.2-6.5 mm
DV into the thalamic reticular nucleus. Borosilicate pi-
pettes (Frederick Haer & Company, Bowdoin ME, USA)
made using a puller (Pull-100 WPI, Sarasota, FL, USA)
filled with a hyperosmolar NaCl, M solution and pon-
tamine blue 1% (resistance 4-8 mQ).

Extracellular signals were amplified 10°%x and fil-
tered using a differential filter between 300 and 3000 Hz
(DAM-80 WPI, Sarasota, FL, USA). Signals were previ-
ously processed online using a window discriminator
(WPI-121, Sarasota. FL, USA), to evaluate the quality of
single-unit isolation. Subsequently, signals were stored
in a PC, and analyzed offline with the INF-386, program
developed by Soto and Vega (1987), and custom MAT-
LAB scripts (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) for
peak analysis. Neurons with a stable basal discharge
for 5 min were recorded. The interspike interval (ISI)
(Weyand et al., 2001), which determines the presence
of bursts, and the burst patterns were analyzed to es-
tablish whether the lesion of the GP modified the fir-
ing frequency of reticular neurons. Four neurons with
a stable signal were recorded, one per track to carry out
experiments. In total, 12 neurons per group were re-
corded. The coefficient of variation was considered as
the ratio between the standard deviation and the mean
of ISl distribution, according to criteria established by
Weyand et al. (2001).

At the end of each experiment, a lethal dose
(150 mg/kg ip) of pentobarbital was given. Then, a dis-
section by layers was done up to where the heart was
visible. Before finely cutting into the right atrium, the
left ventricle was injected with 20 ml of a 4% formalde-
hyde saline solution. The brain was removed and placed
in a 4% formaldehyde solution overnight. Coronal slic-
es (20 um) were stained with safranine to observe the
trajectories of the recording electrodes.

Thalamic reticular nucleus dissection

Animals (n=6, each group) were euthanized by de-
capitation, brains were removed from the skull and
placed on a Petri dish on ice. The cut was made at
7.68-7.20 mm interaural, and -1.32 to -1.80 AP from
bregma (Paxinos & Watson, 2007), to glimpse the tis-
sue to be removed. Subsequently, a small spoon was
introduced at the coordinates 1.0- 3.20 mm ML, and
4.7-7.5 mm DV (Paxinos & Watson, 2007). Using a leck-
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on spatula, the tissue was extracted from each brain of
the control and lesion; TRN was isolated and stored in
1 mL Eppendorf tubes at -80°C until assay.

Determination of mRNA expression in GABAa
receptor subunit a3 and in dopaminergic D4
receptors

Total RNA was isolated using isolating reagent
TriPure (Roche, Indianapolis, IN, USA). Complementa-
ry DNA was synthesized with a single strand using the
kit for reverse transcription ImProm II (Promega Mad-
ison, WI, USA.) following the manufacturer’s instruc-
tions. :(DNA was amplified using SYBR Green Master Mix
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany)
and the following primers were used:

Amplicon

Target gene size (pb)

Primer sequence (5’ - 3

Forward

GABA, a3 GCTCCAGTGCTTCTTCAAC 196
Reverse

TGATAGCGGATTCCCTGTTC

Forward
GATGTGTTGGACGCCTTTCT
Reverse
AAACTCGGCATTGAAGATGG

D, 154

Forward
. GTGGGTAATGGGTCATAGGA
B-actin Reverse 380

AGCGCGTAACCCTCATAGAT

Reactions were measured real time in a Rotor-Gene
(Corbett Life Science, Concorde, NSW, Australia). RT-PCR
was done using the following cycle conditions: pre-incu-
bation and denaturation at 95°C for 10 min. The thresh-
old cycles (Ct) were measured in duplicate in separate
test tubes. The integrity and purity of the amplified
products were demonstrated through electrophoresis in
a 2% agarose gel. The fusion curve was analyzed at the
end of the amplification following the SYBER Green Kit
conditions indicated by the manufacturer (Roche Mo-
lecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Every assay
included a negative control for each gene. The values for
ACt were calculated in each sample for each gene of in-
terest as follows: Goal Ct — reference Ct (mRNA was sta-
ble throughout all experiments). The relative changes in
the expression levels of a specific gene (AACt) were cal-
culated as the ACt of the test group minus the ACt of the
control group, and they were presented as 24T,

Content of D4 receptor and GABAa a3-subunit

The right TRN was obtained from control (n=6) and
unilateral lesion of the GP (n=6) animals and main-

D4 and GABAa subunit a3 receptors after GP lesion

tained at -80°C until assay. The tissue was minced
in 200 pL ice cold Lysis (T-Per tissue protein re-
agent Thermo Fisher Scientific, Cat 78510, 0.2 M DTT
(1, 4-Dithiothreitol), 0.001M PMSF (Phenylmethylsul-
fonyl fluoride), 0.001M NaF (Sodium fluoride), 0.2 M
NasVO: (Sodium orthovanadate), protease inhibitors:
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche
Molecular Biochemical, Indianapolis, IN, USA). Tis-
sue was homogenized wusing a dunce homogeniz-
er. After incubation at 4°C for 15 min, samples were
centrifuged at 12 000 x g for 10 min at 4°C. Super-
natants (total protein extract) were transferred to
a new tube and stored at -80°C for further use. Pro-
tein concentration was determined using the Nano-
Drop Spectrophotometer One C with a spectral range
of 280 nm (Cat No. ND-ONEC, Thermo Fisher Scien-
tific, USA). For western blot analysis, 200 pg of pro-
tein was loaded on a 10% SDS-polyacrylamide gel at
120 V for 90 min in a Mini-Protean Il Cell (Bio-Rad,
CA, USA) along with a low-range marker standard

(SeeBlue Plus2/500, Cat LC5925, Invitrogen.). Pro-
teins were transferred to a 0.45 um PVDF membranes
(PVDF Transfer Membrane; GE Healthcare, Bucking-
hamshire, UK) embedded in transfer buffer (25 mM
Tris-buffered saline, 190 mM glycine, 20% metha-
nol) at 120 V at 4°C for 90 min by using the Protein
Transfer System (Mini-Transblot MCA, Bio-Rad). The
membranes were blocked with nonfat dried milk 5%
dissolved in TTBS (137 mM NaCl, 20 mM Tris-buff-
ered saline and 0.1% Tween 20, pH 7.6) for 30 min at
room temperature. Later, the membranes were incu-
bated overnight at 4°C with primary antibodies (di-
luted 1:1000) against anti-GABAA R a3 subunit, 1:500
(Cat No. NB 100-61096, Novus Biological), anti-D4R,
1:100 (Cat No. NBP1-00779, Novus Biologicals), re-
spectively. After three TTBS washes (10 min/each),
membranes were incubated with horse anti-mouse
IGG secondary antibody (Cat No. PI-2000-1, Vector
Laboratories, CA, USA) at a 1:10,000 dilution for 2 h
at room temperature. Membranes were washed again
with TTBS three times (10 min/each). Proteins were
visualized using a chemiluminescent detection kit
Clarity Western ECL Substrate (contains Hydrogen
Peroxide (H202) reagent and Luminol/Enhancer Re-
agent. Cat. No. 1705060, Bio-Rad, CA, USA) according
to the manufacturer’s instructions. Bands were ana-
lyzed by using Imagel software (developed by Nation-
al Institutes of Health) for densitometric data. Strip-
ping buffer (Tris-HCL 0.5 M, pH 2.0) was used on the
membranes for later incubation with monoclonal anti
B-actin peroxidase antibody (Cat No. A3854-200 UL,
Sigma-Aldrich, USA) as protein loading control. The
protein specific signal ratio was compared with actin,
the internal standard.
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Immunoreactivity

In other groups of animals (n=3, each, control, and
lesion), one week after the injury, the rats were sacri-
ficed with an overdose of xylazine/ketamine (24 mg/kg
+ 210 mg/kg, Procin/Anesket Vet) and transcardially
perfused with a fixative solution of 4 % paraformalde-
hyde in a PBS buffer at 0.1 M at pH 7.4. Brains were ex-
tracted, stored, and fixed in the same solution for 3 h.
Subsequently, they were dehydrated in 5% and 30% su-
crose solutions for 12 h in each case, frozen and stored
at -80°C. 20 pm coronal sections were obtained with
a cryostat. Two series of 20 sections were collected and
stored in a 20% sucrose solution at -20°C. Samples were
thawed with PBS, 0.1 M, then incubated in a blocking
solution for 20 min (0.1 M PBS, 20% fetal calf serum and
0.25% triton). The primary anti GABAAR a3 subunit and
anti DsR antibody (Nobus Biologicals), the anti-rabbit
secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology) and
the ABC peroxidase complex were diluted in PBS +1%
and fetal calf serum and 0.125% triton. The incubation
for the primary anti GABA AR a3 and anti D4R antibod-
ies (1:500) was carried out for 24 h and the incubation
with anti-rabbit secondary antibody (1:1000) and the
ABC peroxidase complex was for 1 h. After incubations,
each sample was washed 3 times with PBS for 5 min. To
reveal, 3.3 mL of aminobenzidine 0.05% and H,0, 0.01%
were used. The sections were dehydrated in increasing
concentrations of alcohol, rinsed, and covered with
DPX resin (Entellan™ new) for mounting.

Statistical analysis

Data were expressed as average values with their
respective standard error of the mean. Neuronal firing
rates from lesioned versus control rats, as well as the
ISI, changes in the expression of mMRNA for D4 and a3
subunit, protein content, and immunohistochemistry
were analyzed using Student’s t-test. Statistical anal-
ysis was carried out with GraphPad Prism ver. 6 soft-
ware. For mRNA, Western blot, and immunohistochem-
istry data, a value of p<0.05 was considered statistically
significant, and p<0.001 for burst pattern and ISI.

RESULTS
Immunoreactivity to NeuN
Relative NeuN immunoreactivity showed that, com-
pared to control (left GP) (Fig. 2A), unilateral lesion in

the right GP decreased the number of NeuN-positive
cells (t17=39.33, P<0.0001) (Fig. 2B). The percentage of
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cells remaining in the right GP was close to 23%, which
confirms that most of the pallidal neurons were de-
stroyed with quinolic acid (Fig. 2C).

Electric activity

Seven days after the lesion of the right GP, the turn
test induced by apomorphine (0.1 mg/kg i.p.) was per-
formed in the control group and in the lesion group.
Three days after the turn test, electrical recordings of
the thalamic reticular nucleus were performed (n=12
neurons, each group). In the control and lesioned
groups, two types of neuronal firings were observed
in thalamic reticular neurons: spikes, and firing bursts
(Fig. 3A, 3D). An amplification of the continuous signal
was made to differentiate the electrical activity and
identify the firing bursts of TRN neurons. A tonic re-
gime refers to periodic firings. The temporal pattern
to determine the presence of a burst is a minimum
of two consecutive spikes, preceded by a silence of at
least 50 ms, with a maximum of 6 ms between spikes
(Weyand et al., 2001). As shown in Fig. 3B, three con-
secutive spikes are observed, indicating a firing burst.
In the animals with a lesioned GP, neurons showed
a higher frequency of spontaneous firing compared to
the control group (Fig. 3C). In control animals there
were 1.417 + 0.1486 spikes/s compared to 34.760 +
1.148 spikes/s in lesioned animals (t22=28.14, P=0.0001).
When amplifying an area of the recording, both spikes
and bursts were observed clearly (Fig. 3B, 3E). In con-
trols, for each neuron recorded, 80-85 of 100 firings re-
corded were bursts. In the animals with a lesioned GP,
only 35-38 firings out of 100 were bursts, the rest were
tonic firings. A comparison between the two groups as
to the interval between spikes, and the time between
two consecutive spikes (ISI) was also made. This analy-
sis showed a greater number of bursts in the TRN from
control animals than in that of the lesioned animals
(Fig. 3F). In control animals, ISl in control animals
was 0.868 + 0.036, compared to 0.342 + 0.605 (f2=12.5,
P=0.0001).

mRNA expression and immunoreactivity for D4
and a3 subunit of the GABAAa receptors

Three days after the turn test induced by apomor-
phine, the thalamic reticular nucleus was removed to
analyze dopamine D4 receptors and subunit a3 of GABAAa
receptors by RT-PCR. The analysis of D4R mRNA in the
TRN showed a higher relative expression in the animals
with the right GP lesioned, compared to the control
group (ts=7.15, P=0.002) (Fig. 4A).
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Fig. 2. Anti-NeuN immunoreactivity in the GP. Photomicrographs showing NeuN-positive neurons of control, left GP (A). Notice that the unilateral lesion (B)
with quilnolinic acid administration induced neuronal loss in the right side GP. Magnification 400 x, scale bar=100 pm. (C) Anti-NeuN immunoreactivity in
left, not injured, and right lesioned GP. Data shown as mean % standard error. Student t-test. * p<0.05 compared to the control. (n=4).

Regarding mRNA relative expression of subunit a3
of GABAAa receptors, it showed the opposite to that ob-
served in dopaminergic D4 receptors. There was lower
mRNA expression in the group with unilateral lesion
of the right GP compared to the control group (ts=6.94,
P=0.002) (Fig. 4B).

In other groups of animals (control and GP lesion)
sections of TRN were analyzed at 200x. The label in
the control group animals was relatively low, com-
pared to that in animals with lesioned GP (Fig. 5A).
The relative intensity of dopamine D4 receptors in the
TRN of lesioned GP animals showed higher intensi-
ty, with respect to control animals (ts=3.82, P=0.008)
(Fig. 5B).

Immunohistochemistry in coronal sections of TRN
shows that in animals with the right-side GP lesion,
the label for a3 subunit of the GABAA receptor is higher
than in control animals (Fig. 6A). The relative intensity

of the label for a3 subunit was higher in animals with
the lesioned right-side GP (tg=6.52, P=0.0002) (Fig. 6B).

Content of D4 in TRN and a3 subunit
of GABAAa receptors

Regarding D4 receptor protein content, it was high-
er in animals with lesioned right-side GP than in con-
trol animals (t6=2.88, P=0.028). These results are in ac-
cordance to the immunohistochemistry analysis and
mMRNA for the protein, which were increased (Fig. 7).

The levels of the a3 subunit of GABAA receptors in
the TRN of animals with the lesioned right-side GP was
higher than in control animals (ts=3.74, P=0.009). This
is consistent with the increase observed in the immu-
nohistochemical analysis for this subunit, but not with
the decrease observed in mRNA for the protein (Fig. 8).
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Fig. 3. (A) Electric activity of thalamic reticular nucleus neurons in the control group. Two types of firing are observed: firing bursts (green arrows) and tonic
firing (red arrows). (B) Amplification of a band from the recording, showing a firing burst in controls. (C) Electric activity of thalamic reticular neurons in
animals with the right GP lesioned increased. A higher tonic activity (green arrows) and lower firing bursts (red arrows) is observed. (D) Firing frequency of
thalamic reticular neurons in rats with the right table lesioned. (E) Amplification of a band from the recording showing tonic and firing bursts with lesioned
GP. Periodic spikes indicate tonic firings, whereas consecutive spikes indicate firing bursts. (F) Burst index in thalamic reticular neurons in control and rats
with lesion in the right GP. Data shown as Mean + Standard Error. * p<0.001 compared to control group (n=12 neurons per group).
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Fig. 4. (A) mRNA expression of dopamine D, receptor in thalamic reticular neurons. The graph compares the control group vs. the group with a lesion of
the right GP. (B) mRNA expression of subunit a; of GABAergic receptors in the thalamic reticular nucleus. Data shown as Mean + Standard Error. * p=0.002,
compared to control group. (n=6 rats per group).
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Fig. 5. Dopaminergic D, receptor distribution in the TRN. (A) Control and lesion group. Magnification 200 x. Positive cells for D, R in TRN are shown (arrows).
A higher number of cells positive to D, receptor is observed in the lesioned group. Bar scale 10 um. (B) Relative intensity of D, receptor in the TRN of
control and right GP lesioned animals. The intensity is higher in lesioned animals. Data shown as Mean + Standard Error (n=6 rats per group). * p=0.008
compared to control group.
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Fig. 6. Distribution of subunit a3 of GABA, receptors in the TRN. (A) control and lesion group. Magnification 200 x. Positive cells to a3 subunit are shown
(arrows) in the TRN nucleus. Bar scale, 10 pm. (B) Relative intensity of a3 subunit of GABA, receptors in the TRN. The number of cells labeled is higher in
the TRN of animals with the right GP lesioned than in control animals. Data shown as Mean + Standard Error (n=6 rats per group). * p=0.0002 compared
to control group.
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Fig. 7. Dopaminergic receptor D, content in the TRN of control and animals
with the right GP lesioned. The content of the protein is higher in the
experimental group. Data shown as Mean + Standard Error (n=6 rats per
group). * p=0.01 compared to control group.

DISCUSSION

The thalamic reticular nucleus is a group of
GABAergic neurons which is involved in multiple pro-
cesses for the integration and processing of sensory,
motor, attentional and cognitive information, and it is
responsible for the modulation of rhythmic thalamo-
cortical activities (Lee et al., 2007; Pinault, 2004). Retic-
ular neurons predominantly have subunit a3 of GABAa
receptors (Mozrzymas et al., 2007; Pratt & Morris, 2015;
Waldvogel et al., 2017). Their firing mode is determined
by the membrane potential, and is characterized by
presenting two types of firings, one called tonic, which
occurs when the cell is depolarized and is dependent
on its interactions with the cortex and the thalamus
(glutamatergic projections), the locus coeruleus (nor-
adrenergic projections), the dorsal rafe nucleus (se-
rotonergic projections) and the penduncular-pontine
nucleus (cholinergic projections). The other type of fir-
ing is in bursts and occurs when the cell is hyperpolar-
ized; this firing is dependent on GABAergic projections
originating in the GP (Morrison & Foote, 1986; Pinault,
2004; Govindaiah et al., 2010). Axon terminals in the GP
receive dopaminergic fibers from the SNc, which mod-
ulate the release of GABA by presynaptic inhibition of
dopaminergic D4 receptors (Pazo et al., 2013).

Pallidal lesions with quinolinic acid have an opti-
mal effect, since they are specific to the internal GP
(endopeduncular nucleus) in striatopallidal projec-

Fig. 8. Content of a3 subunit of GABA, receptors in the TRN of control and
animals with the right GP lesioned. The content of protein is higher in the
experimental group. Data shown as Mean + Standard Error (n=6 rats per
group). * p=0.01 compared to control group.

tions and does not cause lesions in the axons that pass
through it, for example, the nigrostriatal or striatoni-
gral pathway (Hauber et al., 1998; Lonser et al., 1999).
The present results show that unilateral lesion of the
GP caused an increase in firing frequency in ipsilateral
TRN neurons, which may be attributed to a reduction in
GABA release due to the loss of GABAergic neurons pro-
jecting from the GP, since only 20% of cells remained
after the lesion. At the same time, thalamocortical, cor-
ticothalamic and brainstem nuclei projections appear
to favor an increase in the number of tonic firings due
to DA, 5HT and NA released by neurons coming from
SNc, Raphe dorsal, and locus coeruleus, respectively
(Guillery & Harting 2003).

Low GABA release could also be responsible for
the reduction in firing bursts from thalamic reticular
neurons. The TRN contains GABAergic neurons and is
involved in multiple processes of integration and pro-
cessing of sensory-motor, attentional and cognitive in-
formation, and is also responsible for the global modu-
lation of thalamocortical rhythmic activities (Lee et al.,
2007; Pinault, 2004). The a3 subunit of GABAA receptors
predominates in TRN neurons (Mozrzymas et al., 2007;
Pratt & Morrison, 2015), which determines the degree
of inhibition or silence that the GP exerts on the cells
of the TRN generating firing bursts (Liu et al., 2007).
Furthermore, the main GABAergic input from the GP
to the TRN is modulated by dopaminergic Da recep-
tors, which are located in the pallidal-reticular axon
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terminals (Gasca-Martinez et al., 2010; Govindaiah et
al., 2010). So, the dopaminergic fibers coming from the
SNc, modulate the release of GABA through presynaptic
inhibition by dopaminergic D. receptors (Floran et al.,
2004; Pazo et al., 2013).

Regarding the results of the relative expression of
the dopaminergic D4 receptor mRNA in the TRN, an
increase was observed in the individuals of the group
with unilateral lesion of the right GP, compared to con-
trol animals. Considering that the lesion of the GP was
not total, but that only 80% of pallidal neurons were
destroyed, it is possible that the 20% remaining neu-
rons in the GP increased their expression and protein
D. content, probably as a compensatory mechanism,
due to the presence of recurrent collaterals from the
dopaminergic projections coming from the SNc, which
are more than 50% (Gasca-Martinez et al., 2010). Re-
garding the decrease in the relative expression of the
a3 subunit of the GABAergic receptor mRNA in the TRN,
this could be due to the low release of GABA, given the
small number of GABAergic neurons remaining after
injury (23% approximately), together with the increase
in D4 receptor, which can contribute to the inhibition
of GABA release from the GP, resulting in a decrease in
the a3 subunit of the GABA receptor mRNA (Graziane
et al., 2009). Considering that this nucleus is innervat-
ed by dopaminergic axons originating from the SNc,
and that the overexposure of neurons to a neurotrans-
mitter causes tolerance or desensitization, changing
the synthesis or degradation of the receptors, it can be
speculated that the increase in dopamine Ds receptor
mRNA, and in the protein could be due to dopaminer-
gic projections of recurrent collaterals coming from
the SNc. Probably, these projections continue to re-
lease the same amount of the neurotransmitter; how-
ever, the pallidal lesion reduces the number of neurons
receiving dopamine, and an increase in the number of
D4 receptors could be a mechanism to compensate for
the reduction in GABAergic transmission after pallidal
lesion. The decrease in the a3 subunit of GABA recep-
tor mRNA in the TRN contrasts with the immunohisto-
chemistry data and the amount of protein in the TRN.
Possibly, this contrast could be due to interference RNA
(iIRNA), as a mechanism of post-translational silencing
of specific genes, consisting in the degradation of spe-
cific mRNA, or by post-translational processes, such as
methylation, acetylation, hydroxylation, or phosphor-
ylation (Agrawal et al., 2003; Zhu & Palli, 2020; Mattick
& Amaral, 2022). There are other possible mechanisms,
such as small non-coding RNAs (snoRNA). These are
predominantly required in the maturation of nuclear
RNAs and ribosomal RNA. snoRNAs have other cellular
functions such as transcriptional regulation, and many
of them are derived from introns, non-protein-coding
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transcripts, with functions of RNA regulators (Nahkuri
et al., 2008; Ogorelkova et al., 2009; Kishore et al., 2010).

The results of the current study show a decrease
in the expression of the a3 subunit of GABAAa receptor
within the TRN after unilateral lesion of the GP. How-
ever, the protein content increased. This could be due
to fewer GABAergic projections from the GP, leading
to low GABA release from the GP to the TRN neurons,
thus increasing the synthesis of GABAA receptor a3 sub-
unit. However, tonic firing increased due to the GP le-
sion, which indicates that the increase in a3 subunit of
GABAA does not compensate for the lack of GABA, los-
ing the inhibition of the TRN cells by GABA, increasing
tonic firing.

GABAergic projections from the GP to the TRN,
can directly influence thalamocortical transmission
through activity of TRN neurons (Asanuma, 1994), and
TRN is the linking structure for thalamocortical and
corticothalamic circuits, acting as a mediator of se-
lective attention and an initiator of corticothalamic
rhythmic activities (Zhao et al., 2020). Therefore, if the
activity of the TRN becomes aberrant, or there is some
defect in GABAergic neurotransmission by the neurons
of this structure, this can cause the activation of the
cerebral cortex and generate unusual rhythms in pro-
cessing thalamocortical information.

CONCLUSIONS

The findings of the current study show that unilat-
eral lesion of the GP increases tonic firing frequency
and decreases the bursts of TRN neurons. This can be
due to the decrease in pallidal neurons releasing GABA
to TRN, and a3 subunit of GABAA, as well as the increase
in D4 receptor expression and content, due to collater-
als coming from SNc.
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