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Resumen

El sistema talamocortical (TC), conformado por el tálamo y la corteza cerebral, es el eje central de las funciones sensoriales, cognitivas y motoras del sistema nervioso de los vertebrados. Muchas neuronas de mamífero responden más eficientemente disparando potenciales de acción cuando son estimuladas a determinada frecuencia preferencial, que es denominada frecuencia de resonancia. Por otra parte, muchas neuronas presentan oscilaciones a potenciales de membrana por debajo del umbral de disparo, a frecuencias que coinciden con la frecuencia de resonancia. Se postula que la generación de los dos fenómenos (resonancia y oscilaciones subumbrales) comparten los mismos mecanismos celulares. La resonancia de una neurona resulta de la interacción de sus propiedades de membrana pasivas con la actividad de conductancias iónicas que tienen propiedades biofísicas lentas y que operan a potenciales subumbrales. Estudios anteriores determinaron que en las neuronas talamocorticales, que son las neuronas principales del tálamo, la corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT) es el sustrato fisiológico de la generación de resonancia. Sin embargo, estas neuronas también expresan de forma prominente la corriente catiónica activada por hiperpolarización (Ih), la cual se ha determinado que está involucrada en la generación de resonancia en otros tipos neuronales, pero no en neuronas TC. En este trabajo se explora, mediante el uso combinado de técnicas electrofisiológicas ex vivo y modelado computacional, la contribución específica de las corrientes T y h a la expresión de la resonancia en neuronas TC. Se logró determinar que la corriente T actúa como corriente resonadora y amplificadora de la resonancia, mientras que la corriente h produce amortiguación de su amplitud. Estos hallazgos clarifican la función de estas corrientes en la generación y modulación de la resonancia de neuronas TC y contribuyen a la compresión de los mecanismos celulares que inducen y modulan las propiedades oscilatorias del sistema talamocortical.
Palabras clave: bloqueadores, impedancia, patch-clamp, ratones, ZAP.

Abstract

The thalamocortical (TC) system, formed by the thalamus and the cerebral cortex, is the central axis of the sensory, cognitive and motor functions of the vertebrate nervous system. Many mammalian neurons respond more efficiently firing action potentials when they are stimulated at a certain preferential frequency, that is called the resonance frequency. Moreover, many neurons exhibit oscillations at membrane potentials below the spiking threshold, at frequencies that coincide with the resonance frequency. It is postulated that the generation of the two phenomena (resonance and subthreshold oscillations) share the same cellular mechanisms. The resonance of a neuron results from the interaction of its passive membrane properties with the activity of ionic conductances that have slow biophysical properties and that operate at subthreshold potentials. Initial studies determined that in thalamocortical neurons, the principle neurons of the thalamus, the low-threshold transient calcium current (IT) is the physiological substrate of resonance generation. However, these neurons also prominently express the hyperpolarization-activated cation current (Ih), which has been found to be involved in resonance generation in other neuronal types, but not in TC neurons. This study explores, through the combined use of ex vivo electrophysiological techniques and computational modeling, the specific contribution of T and h currents to the expression of resonance in TC neurons. It was possible to determine that the T current acts as both a resonating current and an amplifier of resonance, while the h current produces the mitigation of the resonance´s amplitude. These findings clarify the role of these currents in the generation and modulation of resonance in TC neurons and contribute to the understanding of the cellular mechanisms that induce and modulate the oscillatory properties of the thalamocortical system.
Keywords: blockers, impedance, mice, patch-clamp, ZAP.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1. Consideraciones generales
Las neuronas comparten muchas características con otras células. Sin embargo, se destacan por su función de recibir, modificar y transmitir información. La actividad eléctrica de las neuronas, como en todas las células, depende del movimiento de iones a través de la membrana plasmática, que se realiza mediante canales iónicos específicos. Estos canales iónicos son proteínas integrales en la membrana celular que controlan el movimiento de ciertos iones, dependiente de su gradiente electroquímico. En las neuronas y el medio extracelular, los iones más comunes son los cationes sodio (Na+), potasio (K+) y calcio (Ca2+) y el anión cloro (Cl-). Por lo general, el Na+, Cl- y Ca2+ fluyen hacia dentro de la célula (inward), mientras que el K+ se dirige hacia afuera (outward) (Irwin & Leonard, 2002). 

La diversidad de señales eléctricas de las neuronas se debe tanto a la selectividad iónica como a la modulación de la actividad de los canales. Esta modulación actúa sobre la estructura conformacional de las proteínas, que puede cambiar por distintos factores, permitiendo su apertura/ cierre. Así, se pueden diferenciar 4 tipos de canales iónicos (Nelson & Cox, 2006):
1) Canales pasivos o “leak”: su apertura y cierre son estocásticos con una probabilidad que es relativamente independiente de factores físicos y químicos.
2) Dependientes del voltaje: la probabilidad de apertura y cierre dependen de cambios en el potencial eléctrico a través de la membrana plasmática.
3) Regulados por ligando: la probabilidad de apertura y cierre depende de la unión de un agente químico, como por ejemplo un neurotransmisor a un dominio receptor de la proteína. 
4) Regulados mecánicamente: la probabilidad de apertura y cierre es controlada por una acción mecánica, como vibraciones, cambios de presión o estiramiento de un tejido. 

Eléctricamente, la bicapa lipídica de la membrana se comporta como un capacitor, permitiendo la acumulación de carga eléctrica: positiva del lado extracelular de la membrana y negativa del lado intracelular. Por su parte, los canales iónicos se comportan como resistencias. Esto permite representar la membrana celular como un circuito eléctrico que consiste en resistencias conectadas en paralelo con un capacitor (circuito RC) (Hodgkin & Huxley, 1952). El flujo de las cargas eléctricas es la corriente (I), y depende de la diferencia de voltaje (V) y la resistencia al flujo (R): I = V/R (Ley de Ohm), donde I está dado en amperes (A), V en voltios (V), y R en ohmios (Ω). La conductancia (g; inverso de la resistencia) es una medida de la facilidad con la que la corriente eléctrica fluye a través de la membrana, y está relacionada a la permeabilidad (p), que es una medida de la facilidad con la cual una molécula determinada pasa a través de la membrana. La conductancia está dada por la ecuación derivada de la Ley de Ohm: g = I/V, y su unidad de medida es siemens (S) (Levitan & Kaczmarek, 2015).
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La diferencia de potencial a través de la membrana plasmática está determinada por la distribución asimétrica de los iones y por la permeabilidad selectiva de la membrana, y se denomina potencial de membrana (Irwin & Leonard, 2002). El potencial de membrana en reposo es el valor al cual el movimiento neto de cargas eléctricas es igual a cero. El valor de potencial en el cual se anula el flujo de un ion en particular, debido a que se equilibran las concentraciones con las cargas, se denomina potencial de equilibrio de ese ion. Cuando se trata de una conductancia mixta, se puede utilizar el término potencial de reversión. Cualquier potencial de equilibrio electroquímico se puede calcular mediante la ecuación de Nernst:
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donde [ion]out y [ion]in son las concentraciones extracelulares e intracelulares del ion respectivamente, R es la constante universal de los gases, T es la temperatura absoluta, z es el estado de oxidación del ion y F es la constantede Faraday (9,65 x 104 Cmol–1). A temperatura ambiente (20°C), el factor RT/zF es aproximadamente 25 mV. Considerando que la concentración intracelular de K+ es 30 veces mayor que la concentración extracelular, se obtiene que el potencial de equilibrio para el potasio es EK ~ -100 mV (Nicholls et al., 2001). Sin embargo, una neurona no se encuentra en equilibrio electroquímico ya que es permeable a múltiples iones, por lo que se utiliza la ecuación de Goldman-Hodgkin-Katz para calcular el potencial de una membrana: 
donde P es la permeabilidad de la membrana al ion, cuya unidad de medida es cm2/s (Levitan & Kaczmarek, 2015). 
Ante un estímulo excitatorio, el potencial de membrana se modifica, permitiendo la transmisión de códigos neurales a lo largo del axón. Estos cambios, llamados potenciales de acción o espigas, son eventos explosivos estereotipados tipo “todo o nada” caracterizados por el aumento de permeabilidad de la membrana al Na+ seguido por un aumento de permeabilidad al K+ (Hodgkin & Huxley, 1952) (Figura 1).
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Dos características importantes del comportamiento biofísico de un canal dependiente de voltaje son su tasa de activación y su tasa de inactivación. Cuando cambia el potencial de membrana, también puede cambiar la probabilidad de apertura del canal, es decir, su activación. La tasa de activación varía según el canal. Algunos canales, luego de ser activados, experimentan una disminución progresiva en sus aperturas. La tasa de pérdida de actividad de un canal es la tasa de inactivación. Generalmente, los canales de K+ presentan una cinética tanto de activación como de inactivación más lenta que los canales de Na+. Por lo tanto, la actividad de un canal depende tanto  del voltaje como del tiempo. La activación e inactivación de varios canales determinan las características eléctricas de muchas neuronas (Levitan & Kaczmarek, 2015). 
Los distintos tipos de neuronas presentan una colección única de canales iónicos, con miembros de la extensa familia de canales de K+, además de variantes de canales de Na+, Ca2+ y Cl-. Las posibles combinaciones de canales pueden afectar de distintas formas la repolarización del potencial de acción y la distancia entre espigas. Como consecuencia existe una variabilidad de neuronas con patrones y frecuencias de disparo características (Irwin & Leonard, 2002).
El potencial de membrana de muchos tipos de neuronas de mamífero puede fluctuar por debajo del umbral de reposo dando lugar a oscilaciones subumbrales. A su vez, la actividad sincronizada de poblaciones de neuronas da lugar a ritmos cerebrales con escalas espaciales y temporales características (Buszaki, 2006). Las oscilaciones subumbrales proveen la estructura temporal para la sincronización de los potenciales de acción. Una hipótesis sobre posibles mecanismos de codificación de información a nivel de redes neuronales sugiere que la información se codifica en el conjunto de neuronas que disparan durante cada ciclo de la oscilación (Singer, 1999). Por otra parte, la sincronización neuronal durante las oscilaciones también es más económica energéticamente, ya que se requieren potenciales sinápticos de menor amplitud para sincronizar neuronas que oscilan que para hacerlo desde el estado en reposo (Contreras, 2002).
La mayoría de las neuronas se interconectan con otras cercanas en un mismo sector cerebral, permitiendo el disparo sincronizado durante una oscilación. Sin embargo, también puede existir actividad oscilatoria sincronizada entre neuronas de dos sitios lejanos pero interconectados mediante axones que se proyectan en un circuito. Un ejemplo de sincronía a gran escala son los ritmos talamocorticales, cuya actividad oscilatoria está relacionada con el procesamiento de información sensorial y cortical (Buzsaki, 2006; Treviño & Gutiérrez, 2007).
1.2. El Sistema Talamocortical
El tálamo es la estructura más voluminosa del diencéfalo, está situado en el centro del cerebro, y está conformado por alrededor de 80 núcleos caracterizados anatómica y funcionalmente. El tálamo
 es  un centro de integración importante e interviene en procesos que permiten percibir y actuar en el entorno (Jones, 2012). Todos los estímulos sensoriales que llegan al cerebro, excepto los olfatorios, deben pasar previamente por el tálamo. Se encarga del control de interacciones entre y a través de diferentes áreas de la corteza cerebral, y posiblemente participa del procesamiento de la información que recibe antes de transmitirla a otras áreas cerebrales. También está involucrado en funciones superiores como la atención, emociones, lenguaje y memoria (Perea & Ladera, 2004; Halassa & Kastner, 2017).
Por otra parte, la corteza cerebral, la capa más externa del cerebro y de mayor expansión en especies evolutivamente más recientes, está dividida en áreas con distintas funciones, tales como procesar información sensorial, tomar decisiones, o elegir y activar movimientos (Salvador, 2019). Por lo tanto, el sistema talamocortical, conformado por el tálamo y la corteza cerebral, es el eje central de las funciones sensoriales, cognitivas y motoras del sistema nervioso de los vertebrados.
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La actividad de los circuitos talamocorticales genera ritmos cerebrales específicos en distintos estados de conducta. Mediante electroencefalografía se pueden registrar oscilaciones a diferentes frecuencias que se correlacionan con diferentes estados funcionales del cerebro; por ejemplo, oscilaciones rápidas en las bandas beta y gama de 14 a 40 Hz y >40 Hz respectivamente en estado de vigilia y durante el sueño REM; y oscilaciones lentas en las bandas delta y lentas (<4 Hz) durante las fases profundas del sueño no-REM (NREM). La actividad del sistema talamocortical también genera ritmos que son característicos de estados patológicos, como las epilepsias idiopáticas. Por ejemplo, durante crisis de epilepsia de ausencia (la forma mas común de epilepsia en niños y adolescentes que se caracteriza por la pérdida de conciencia sin pérdida de postura), se registra un ritmo a frecuencias bajas que coincide con la banda delta, que consiste en espigas rápidas seguidas de ondas lentas llamados complejos espiga-onda (SWDs; spike and wave discharges). Se postula que las oscilaciones características del sueño NREM y de la epilepsia de ausencia comparten los mismos mecanismos de generación y propagación (Steriade & Contreras, 1995; Beenhakker & Huguenard, 2009). Sin embargo, estos mecanismos y los que subyacen a las transiciones entre los diferentes estados fisiológicos o patológicos permanecen sin comprenderse completamente (Fröhlich et al., 2010; Beenhakker & Huguenard, 2009), pero cada vez hay más evidencia de que las propiedades de membrana de las neuronas talamocorticales y sus conexiones sinápticas (Figura 2) están involucradas en la generación, propagación y mantenimiento de varias de las oscilaciones características de estos estados 
 ADDIN EN.CITE 

(Amarillo et al., 2014; 

 ADDIN EN.CITE 

Bolkan et al., 2017)
.
1.2.1. La Neurona Talamocortical (TC)
1.2.1.1. Conectividad: propiedades sinápticas

El sistema talámico presenta tres tipos de neuronas: neuronas talamocorticales (TC), que son neuronas excitatorias que utilizan glutamato como neurotransmisor y proyectan señales hacia la corteza y al núcleo reticular del tálamo (nRT); interneuronas talámicas que permiten una inhibición recíproca talámica; y neuronas del núcleo reticular talámico (nRT) (Shepherd, 2003). El nRT es una red de neuronas inhibitorias que utilizan GABA como neurotransmisor y que se encuentran acopladas eléctricamente mediante uniones estrechas. Estas neuronas proyectan hacia las TC y, en los sistemas sensoriales, según una hipótesis reciente sobre los mecanismos de la atención, filtran la información, permitiendo que sólo se mantenga la información relevante al comportamiento del individuo 
 ADDIN EN.CITE 

(Schmitt et al., 2017)
. Estos tres tipos de neuronas presentan propiedades electrofisiológicas y patrones de disparo distintivos.
1.2.1.2. Fisiología: propiedades intrínsecas

Las neuronas TC pueden generar potenciales de acción siguiendo dos patrones principales dependiendo del valor del potencial de membrana en que ocurre el estímulo: disparo tónico y disparo en ráfagas. El disparo tónico de espigas se produce a valores despolarizados del potencial de membrana (más positivos que -65 mV), y se trata de un disparo de potenciales de acción a una frecuencia que depende de la intensidad del estímulo (Figura 3.A). El modo de disparo en ráfagas se genera a potenciales hiperpolarizados y comprende un conjunto de potenciales de acción a altas frecuencias (de 100 a 400 Hz) (Figura 3.B), que ocurren sobre una despolarización transitoria de bajo umbral llamada LTS (Low Threshold Spike). Las LTSs son mediadas por la activación de canales de calcio tipo T que operan a potenciales hiperpolarizados. Estas ráfagas pueden ocurrir como respuesta a un estímulo despolarizante cuando el potencial de la membrana es más negativo que -70 mV o cuando el potencial de membrana se recupera de la hiperpolarización (Rebound Burst) (Jahnsen & Llinas, 1984; Crunelli & Leresche, 2002). Adicionalmente, estas ráfagas pueden ocurrir espontáneamente de forma repetitiva debido a la interacción cíclica de varios tipos de canales iónicos que operan a potenciales subumbrales (McCormick & Feeser, 1990; Amarillo et al., 2014). 
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El modo de disparo tónico se corresponde con el estado de vigilia y con el sueño REM (Rapid Eye Movement), caracterizado por movimientos oculares rápidos. El modo de disparo repetitivo en ráfagas se corresponde con estados profundos del sueño NREM, y con periodos de inatención fisiológicos y estados patológicos, como las crisis de epilepsia de ausencia. La transición de un modo de disparo a otro depende de la acción de neurotransmisores, especialmente acetilcolina, que actúan sobre canales iónicos que operan a potenciales subumbrales (McCormick & Prince, 1987). 
1.2.1.3 Conductancias subumbrales en neuronas TC
En el marco de este trabajo, la Dra. Marcela Nadal y el Dr. Yimy Amarillo identificaron siete canales iónicos y sus respectivas conductancias (Figura 4) que controlan el potencial de membrana en reposo y la actividad oscilatoria subumbral de neuronas TC, mediante técnicas electrofisiológicas, farmacológicas y genéticas. Utilizando un modelo computacional de neuronas TC, determinaron que estas oscilaciones subumbrales pueden dar lugar al disparo repetitivo en ráfagas mediante alteraciones en el balance dinámico de siete conductancias subumbrales. Por lo tanto, podrían ser responsables por algunos de los mecanismos fisiopatológicos de epilepsia de ausencia (Amarillo et al., 2014).
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Las siete conductancias subumbrales corresponden a las siguientes corrientes: 
· Corrientes de fuga o “leak”, de sodio (INaleak) y de potasio (IKleak): son corrientes constitutivamente activas que respectivamente contribuyen con el 24,6 % y el 36,7% de la conductancia total durante el reposo en neuronas TC. Estas corrientes de fuga son los principales determinantes del potencial de reposo, el cual está alrededor de -70 mV en neuronas TC; unos 7 mV más positivo que el potencial de reversión del leak total (Eleak = -76,7 mV).
· Corriente transitoria de potasio tipo A (IA): se opone a un estímulo despolarizante y es un modulador importante de la frecuencia de disparo. Presenta una activación e inactivación rápidas, de manera que durante un estímulo despolarizante prolongado, IA disminuye a valores mínimos. Sin embargo, el pequeño componente que permanece estacionariamente activo (corriente de ventana o "window current") contribuye a determinar el potencial de reposo.
· Corriente persistente de Na+ (INaP): a diferencia de la corriente rápidamente inactivante de Na+, responsable por la fase ascendente del potencial de acción, INaP es una corriente pequeña que permanece activada durante despolarizaciones prolongadas y empuja el potencial de membrana hacia la despolarización. Tiene una cinética rápida de activación.
· Corriente rectificadora de entrada de potasio o “inward rectifier” (IKir): es una corriente pequeña cuya activación rápida empuja el potencial de membrana hacia la hiperpolarización. Todos los canales Kir tienen mayor tendencia de permitir el paso de potasio hacia adentro de la célula (inward) que hacia afuera (outward), asemejándose eléctricamente a un diodo rectificador. Este fenómeno es la rectificación de entrada, y es el resultado del bloqueo del canal a potenciales despolarizados. Por lo tanto, IKir se comporta como una corriente outward activada por hiperpolarización (Lopatin & Nichols, 2001). Esta propiedad es importante en la amplificación de las hiperpolarizaciones que ocurren entre ráfagas durante el disparo repetitivo en ráfagas (Amarillo et al., 2018). 
· Corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT): es la corriente responsable de las despolarizaciones transitorias sobre las que ocurren las ráfagas de potenciales de acción durante el modo de disparo en ráfagas. Aunque es una corriente transitoria, un pequeño componente permanece activo en reposo (corriente de ventana) y contribuye a la desviación positiva del potencial de reposo del potencial de reversión del leak. La inactivación lenta (hT) interviene en la recuperación del potencial de membrana de la despolarización, mientras que la activación rápida (mT) aumenta la despolarización de la membrana.
· Corriente catiónica activada por hiperpolarización (Ih): es una corriente pequeña, mezcla de sodio y potasio, que retorna el potencial de membrana de la hiperpolarización. Tiene una cinética muy lenta de activación, y al no ser inactivante, un componente importante permanece estacionariamente activo en reposo. Es el principal responsable de la diferencia entre el potencial de reversión del leak y el potencial de reposo.
En resumen, la activación de IT (mT), la activación de IKir y de INaP alejan el potencial de membrana del reposo, mientras que la activación de IA, y la inactivación de IT (hT) son variables que recuperan el potencial desde potenciales despolarizados hacia el reposo. La activación de Ih recupera el potencial de membrana desde potenciales hiperpolarizados hacia el potencial de reposo. Por un lado, la interacción dinámica entre las variables resonadoras (o de recuperación) y las amplificadoras (que promueven o amplifican despolarizaciones o hiperpolarizaciones), en la presencia de conductancias de fuga (leaks), permite que el potencial de membrana en reposo se encuentre en un equilibrio estable (Figura 5) (Amarillo et al., 2014). Por otro lado, promueve o previene la generación y el mantenimiento de oscilaciones subumbrales (Hutcheon & Yarom, 2000; Izhikevich & Moehlis, 2008). En particular, se demostró en un modelo computacional que la activación del canal h y la remoción de la inactivación del canal T, provocadas por la activación de canales Kir que promueven hiperpolarizaciones transitorias, da lugar a las oscilaciones a bajas frecuencias, lo que a su vez podría provocar el disparo repetitivo en ráfagas característico del sueño profundo o de epilepsia de ausencia (Amarillo et al., 2018). 
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1.3. Corriente catiónica activada por hiperpolarización (Ih)
[image: image9.png]


La corriente catiónica activada por hiperpolarización (Ih)
 (Figura 6) es un tipo de corriente catiónica inward de naturaleza mixta, formada por iones de sodio y de potasio (Pape, 1996), y es mediada por canales dependientes de voltaje de la familia HCN (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channels) (Santoro et al., 2000). El potencial de equilibrio de estos canales (Eh = ~ -40 mV) es más positivo que el potencial de reposo, por lo que su activación por hiperpolarización vuelve a despolarizar la célula, recuperando el potencial hacia el reposo. La activación de Ih se manifiesta electrofisiológicamente como una rampa de despolarización hacia el potencial de membrana en reposo (sag potential). En neuronas TC, esta rampa desplaza el potencial transmembrana hacia el nivel del umbral para la activación de la corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT) (~ -75 mV) (Pape, 1996).
Ih está implicada en el control y la modulación de la actividad rítmica de circuitos neurales, contribuye a la actividad oscilatoria subumbral en diversos tipos de neuronas del sistema nervioso central y es determinante en la actividad marcapasos en el tejido cardíaco (Leresche et al., 1990; McCormick & Pape, 1990). La corriente presenta una cinética muy lenta de activación (en comparación a la constante de tiempo de la membrana), por lo que se requieren hiperpolarizaciones prolongadas para obtener una activación significativa (Pape, 1996). Esta cinética de activación lenta es consistente con las frecuencias de las oscilaciones lentas (0,1 a 5 Hz) del sistema TC que caracterizan al sueño profundo y a las epilepsias idiopáticas, cuando las neuronas TC se encuentran hiperpolarizadas. Esto se debe a que Ih contribuye a estabilizar las oscilaciones lentas al mantener el potencial de membrana en el rango de activación de la maquinaria iónica que mantiene las oscilaciones (Amarillo et al., 2014). Dadas sus características biofísicas (dependencia de voltaje y cinética), Ih se comporta como una variable recuperadora o resonadora.
1.4. Corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT)
La corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT), mediada por canales dependientes de voltaje de calcio de tipo T de la subfamilia CaV3 (Perez-Reyes, 1998), es una corriente inward que permanece mayormente inactivada a potenciales cercanos al potencial de reposo (por encima de ~−65 mV). Para activar esta corriente es necesario inducir una hiperpolarización transitoria de la membrana que remueva la inactivación. Una vez removida la inactivación, esta corriente puede ser rápidamente activada mediante despolarización (Figura 7), la cual ocurre de manera regenerativa debido a la retroalimentación positiva entre despolarización y activación. La activación regenerativa de IT da lugar a las espigas de bajo umbral (LTSs) sobre las cuales ocurren ráfagas de potenciales de acción, que se pueden observar electrofisiológicamente. La activación rápida de esta corriente (mT) actúa como una variable amplificadora mientras que la inactivación lenta (hT) actúa como variable resonadora (recuperadora) (Amarillo et al., 2014). 
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Existe una superposición de las curvas de activación e inactivación, permitiendo la presencia de una corriente de ventana entre -70 y -60 mV, en la cual una parte de los canales se encuentran activos a pesar de que la mayoría están inactivados cerca del potencial de membrana en reposo (Figura 8) (Crunelli et al., 2005). 
[image: image12.emf]
Los canales de calcio de tipo T se localizan en músculo cardíaco y liso, y en varias neuronas en el sistema nervioso central (Catterall, 2011). En neuronas TC intervienen en la generación del disparo en ráfagas que caracterizan el sueño profundo (Lee et al., 2004), y se ha determinado que mutaciones en estos canales llevan a epilepsia de ausencia (Kim et al., 2001; Song et al., 2004). En el estudio de Amarillo et al. (2014) se comprobó que la alternancia entre la variable resonadora hT  y la variable amplificadora mT es suficiente para promover las oscilaciones subumbrales en la banda delta que subyacen el disparo en ráfagas. 
1.5. Resonancia

Muchas neuronas de mamíferos presentan amplificación de las fluctuaciones del potencial de membrana inducidas por la llegada de inputs sinápticos a frecuencias preferenciales. La amplificación a estas frecuencias preferidas se conoce como resonancia, y permite la generación de oscilaciones espontáneas del potencial de membrana o una mejor respuesta a inputs dentro de ese rango de frecuencia. Se han descrito fenómenos de resonancia en neuronas periféricas (Puil et al., 1986), y cada vez se acumula más evidencia de propiedades de resonancia en neuronas del Sistema Nervioso Central (Lampl & Yarom, 1997), incluyendo distintas áreas cerebrales. En el tálamo dorsal se ha determinado resonancia a bajas frecuencias, entre 2 y 4 Hz (Hutcheon et al., 1994). Este rango de frecuencia corresponde a las oscilaciones subumbrales durante las fases profundas del sueño o durante crisis epilépticas, caracterizadas por el disparo repetitivo en ráfagas.
En las neuronas que presentan resonancia se combina un mecanismo que atenúa respuestas del voltaje a inputs que ocurren a frecuencias altas, y otro que atenúa los que llegan con frecuencias bajas, lo que se conoce como un filtro pasa-bajo y pasa-alto respectivamente. Como resultado se genera un filtro pasa-banda, que deja pasar sólo un rango de frecuencia. Todas las células tienen una filtro pasa-bajo debido a las características de la membrana celular, como resultado de la combinación de una resistencia (R) dada por las corrientes leak, con una capacitancia (C) dada por la separación de cargas eléctricas por la bicapa lipídica. El producto de estos dos parámetros (R x C) es la constante de tiempo de la membrana (tau, () que filtra las respuestas a inputs de frecuencias altas. El filtro pasa-alto se debe a corrientes dependientes de voltaje y de tiempo que se activan lentamente, oponiéndose a los cambios lentos en el voltaje de la membrana (corrientes resonadoras). Por lo tanto, la resonancia es el resultado de la combinación de propiedades pasivas y activas de la neurona, y es dependiente del voltaje (Hutcheon & Yarom, 2000).

Es muy probable que todas las neuronas presenten resonancia bajo ciertas condiciones o entre determinados valores del potencial de membrana, ya que existe una gran diversidad de canales dependientes de voltaje. Estas condiciones podrían ser, por ejemplo, la presencia de inputs con frecuencias apropiadas y a potenciales de membrana hiperpolarizadas, como las que prevalecen en el tálamo durante sueño profundo (Steriade et al., 1990). También se ha determinado una dependencia a la temperatura, disminuyendo la frecuencia resonadora a medida que disminuye la temperatura (Yan et al., 2012).

La resonancia permite que una neurona se convierta en un “buen oyente” para la actividad dentro de un rango de frecuencia. Un conjunto de estas neuronas, conectadas entre sí, tienen la capacidad de sincronizar circuitos para que operen en rangos de frecuencia de importancia biológica. Por lo tanto, hay una gran posibilidad de que la resonancia sea de utilidad para las neuronas, permitiendo avances evolutivos (Hutcheon & Yarom, 2000).
1.5.1. Impedancia
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La resonancia puede ser observada cualitativamente mediante registros electrofisiológicos inyectando una corriente sinusoidal con amplitud constante, que genera pequeñas perturbaciones sobre la membrana, y con frecuencias que varían linealmente, llamada corriente ZAP (Impedance Amplitude Profile). Cuando las frecuencias de este protocolo de estimulación coinciden con las frecuencias en que hay resonancia, las oscilaciones del potencial de membrana presentan las mayores amplitudes, que puede resultar en potenciales de acción (Izhikevich et al., 2003). Como consecuencia, la respuesta del voltaje se caracteriza por su forma de huso (Figura 9).
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Para obtener resultados cuantitativos, es necesario convertir los valores de tiempo a partir de los registros electrofisiológicos, en valores de frecuencia. Para esto se utiliza un análisis que se denomina la “transformada rápida de Fourier” (Fast Fourier Transform; FFT), que convierte una señal de su dominio original (generalmente de tiempo o espacio) a una representación en el dominio de frecuencia, y viceversa (Heideman et al.,1985). La impedancia (Z) es una función compleja que permite calcular la magnitud de los componentes dentro de la membrana que generan oposición al flujo de corriente, junto con la fase de la señal de salida respecto a la señal de entrada que es una corriente pequeña y periódica. Es calculada como el cociente óhmico entre la transformada de Fourier de la respuesta del voltaje y la transformada de Fourier del input de corriente:
La fase de la impedancia es la parte imaginaria de la impedancia, mientras que la magnitud, es la parte real. El valor máximo corresponde a la frecuencia de resonancia:
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Para simplificar la presentación de los resultados se suele ignorar la fase, y se presenta sólo la magnitud de la impedancia. Esta magnitud extiende el concepto de resistencia, ya que comparten la misma unidad de medida (Ω) (Hutcheon et al.,1994) (Figuras 10-12).
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1.5.2. Amplificación
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Además de las corrientes resonadoras, existen las corrientes amplificadoras que se activan rápidamente y potencian los cambios en el voltaje, aumentando las respuestas a inputs de frecuencias bajas (Figura 13). Estas corrientes interactúan con las corrientes resonadoras para aumentar la resonancia sin alterar demasiado la frecuencia resonante. Cuando una corriente resonadora interactúa fuertemente con una corriente amplificadora, el potencial de membrana en reposo se desestabiliza y se generan oscilaciones espontáneas. En este caso, las neuronas actúan como marcapasos (Hutcheon & Yarom, 2000), como sucede con la participación del tálamo en la generación de oscilaciones a bajas frecuencias (Destexhe et al., 1996).

1.6. Función de las corrientes IT e Ih en la resonancia de neuronas TC 

Hay dos corrientes que podrían ser las responsables de la resonancia en neuronas TC. Desde un principio se construyó un modelo del comportamiento eléctrico subumbral de neuronas del núcleo mediodorsal talámico para determinar las bases de la resonancia entre 2 y 4 Hz a 34°C, y se determinó que la corriente IT es claramente responsable por la resonancia y que también es amplificadora. Su inactivación lenta atenúa las respuestas del voltaje a frecuencias bajas (Figura 14.A). Debido a esto, su combinación con las propiedades pasivas de la membrana resulta en un filtro pasa-banda. La amplificación de la resonancia es consecuencia de la activación rápida de IT al empujar el voltaje del potencial de membrana en reposo (Figura 14.B) (Hutcheon et al., 1994). 
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Esto se comprobó experimentalmente en un estudio acompañante mediante registros electrofisiológicos y técnicas de bloqueo farmacológico en neuronas del núcleo mediodorsal talámico de coballos a 34°C (Puil et al.,1994).

Sin embargo, se cuestiona a Ih como corriente resonadora en neuronas TC. La activación lenta de Ih es matemáticamente similar a la inactivación lenta de IT. Por otro lado, tanto Ih como IT son corrientes recuperadoras, ya que la activación de Ih recupera el potencial de membrana de la hiperpolarización y la inactivación de IT recupera el potencial de membrana de la despolarización. Esta oposición a los cambios en el voltaje de la membrana, combinada con el pasa bajo de la membrana, podría dar lugar a un carácter resonador de la corriente h. Por lo tanto, Ih podría ser capaz de producir el mismo tipo de resonancia a bajas frecuencias. Esto se ha determinado empíricamente en neuronas neocorticales de ratas y ratones, donde también se registra resonancia alrededor de 2 Hz (Hutcheon et al., 1996; Dwyer et al., 2012), en neuronas de la amígdala olfatoria de ratas con resonancia entre 2 y 6 Hz (Vera et al., 2014), en neuronas del núcleo subtalámico de ratas (Yan et al., 2011), y en neuronas de la oliva inferior en el tallo cerebral de ratones (Matsumoto et al., 2016), que presentan una fisiología similar a las TC ya que tienen la habilidad endógena de generar oscilaciones (McCormick & Pape, 1990; Soltesz et al., 1991). En este último estudio también se determinó que IT estaría actuando como amplificadora al aumentar las pequeñas despolarizaciones inducidas por la resonancia producida por Ih. No obstante, se ha demostrado que Ih sólo presenta un carácter amplificador en una interacción con INaP en neuronas neocorticales somatosensoriales (Steriade et al., 1990; Traub & Miles, 1991), y en otro estudio en neuronas de la oliva inferior no se le otorgó a Ih un carácter resonador (Lampl & Yarom, 1997). Se discute que la discrepancia podría deberse a diferencias en la especie animal y/o bloqueadores de canales utilizados (Matsumoto et al., 2016). 
En neuronas TC se han registrado oscilaciones espontáneas originadas por una interacción entre IT e Ih en el mismo rango de frecuencia que la resonancia (2 a 4 Hz) (McCormick & Pape, 1990; Soltesz et al., 1991; Amarillo et al., 2018), por lo que también podría existir una interacción entre las dos corrientes para generar la resonancia. Con la caracterización reciente de las conductancias sumbumbrales en neuronas TC se posibilita la determinación de qué conductancia es resonadora. 
1.7. Relevancia del trabajo
Existen muchas patologías relacionadas con mutaciones heredadas en canales iónicos, conocidas como canalopatías (Kullmann, 2010). Se han realizado algunos estudios genéticos en humanos y se ha determinado causas monogénicas de la epilepsia de ausencia en familias e individuos (Jouvenceau et al., 2001; Wallace et al., 2001; Kananura et al., 2002), lo cual se considera de rara ocurrencia. Sin embargo, estos resultados demuestran que cambios en genes únicos, importantes en la señalización neuronal, pueden llegar a provocar este tipo de epilepsia (Blumenfeld, 2005). Se considera que las oscilaciones durante crisis epilépticas observados en el sistema TC comparten mecanismos moleculares, celulares y de red con las oscilaciones normales del ciclo sueño-vigilia 
 ADDIN EN.CITE 

(Beenhakker & Huguenard, 2009)
. En efecto, se ha determinado que manipulaciones genéticas de canales iónicos en modelos animales resultan en fenotipos caracterizados por epilepsia de ausencia y/o alteraciones en el ciclo sueño/vigilia. Específicamente, se ha observado epilepsia de ausencia en ratones con alteraciones en la corriente activada por hiperpolarización (Ih) (Pasquale et al., 1997; Ludwig et al., 2003) y en una variedad de mutaciones en canales de calcio (Crunelli & Leresche, 2002; Shin, 2006; Cheong & Shin, 2013; Noebels, 2012). Estos hallazgos sugieren que la epilepsia de ausencia es una canalopatía y que sus mecanismos fisiopatológicos están relacionados con los mecanismos que originan los ritmos cerebrales normales, por lo que cambios en genes distintos también podrían ser la causa de este tipo de patología (Blumenfeld, 2005). El esclarecimiento de los mecanismos iónicos que intervienen en la generación de fenómenos de resonancia en neuronas TC, permitirá un mejor entendimiento de los mecanismos de generación y propagación de las oscilaciones y la sincronización en el sistema talamocortical, característicos de estados fisiológicos y patológicos. A su vez, la comprensión de estos mecanismos posibilitará, desde el punto de vista del estudio fisiológico, profundizar en la relación causal entre los ritmos cerebrales y estados funcionales globales del cerebro como el sueño NREM y, desde el punto de vista fisiopatológico y terapéutico, la identificación de posibles defectos moleculares causantes de patologías como la epilepsia, y de posibles blancos moleculares para la implementación de estrategias terapéuticas.
2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipótesis de Trabajo
En pruebas anteriores (Tissone et al., manuscrito en preparación) realizadas con un modelo computacional de neurona TC en respuesta a protocolos de estimulación sinusoidal con frecuencia variable (Función ZAP), se observó una fuerte dependencia del efecto de la temperatura sobre las propiedades de resonancia de estas neuronas, existiendo resonancia entre 1 y 2 Hz a 28°C. En base a esto y a la bibliografía, se propusieron las siguientes hipótesis de trabajo.
En neuronas talamocorticales de ratón:

1) La corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT) es una corriente resonadora y amplificadora. Esto se debe a que la inactivación lenta de IT, actúa como una variable recuperadora al oponerse a las perturbaciones despolarizantes del potencial de membrana. En consecuencia, atenúa las respuestas a frecuencias bajas generando un filtro pasa-alto que, al combinarse con el filtro pasa-bajo producido por las propiedades pasivas de la membrana, podría dar lugar a un filtro pasa-banda. Por otra parte, la activación rápida de IT actúa como una variable amplificadora que aumenta la magnitud de la resonancia, eventualmente dando lugar a oscilaciones subumbrales en el mismo rango de frecuencia que la resonancia.
2)  La corriente catiónica activada por hiperpolarización (Ih) es una corriente resonadora. Esto se debe a que la activación lenta de Ih se opone a las perturbaciones hiperpolarizantes del potencial de membrana, lo cual genera un filtro pasa-alto que, al combinarse con el filtro pasa-bajo producido por las propiedades pasivas de la membrana, podría generar el filtro pasa-banda característico.
3) La frecuencia de resonancia resulta de la interacción del filtro pasa-bajo provocado por las propiedades pasivas de la membrana con los filtros pasa-altos generados tanto por la inactivación de IT como por la activación de Ih.
2.2. Objetivos y Estrategia Experimental
El objetivo general de este trabajo fue determinar los mecanismos iónicos que intervienen en la generación de los fenómenos de resonancia en neuronas TC de ratón.
2.3. Objetivos específicos

1) Determinar cualitativamente la presencia de resonancia en neuronas TC de ratón mediante la aplicación de protocolos de inyección de corriente que permiten establecer un perfil de la amplitud de la impedancia (protocolo ZAP).

2) Evaluar experimentalmente la contribución de la corriente de calcio de bajo umbral (IT) a la generación y amplificación de la resonancia en neuronas TC, utilizando un bloqueador farmacológico específico de los canales de calcio CaV3 (sustrato molecular de la corriente IT).

3) Confirmar la función de IT a la generación de resonancia utilizando la técnica de dynamic-clamp para re-establecer la resonancia agregando una conductancia T simulada a neuronas TC con la corriente T nativa eliminada previamente (objetivo específico 2).
4) Explorar la contribución de IT a la resonancia en modelos computacionales de neurona TC manipulando diferentes parámetros biofísicos de IT para determinar su efecto con diferentes grados de complejidad.
5) Evaluar experimentalmente el efecto de la eliminación de la corriente catiónica activada por hiperpolarización (Ih) sobre la resonancia en neuronas TC mediante la ulitización de un bloqueador farmacológico específico de los canales HCN (substrato molecular de la corriente Ih).

6) Verificar mediante dynamic-clamp el efecto de re-establecer Ih en neuronas TC previamente tratadas con el bloqueador específico.

7) Explorar la contribución de diferentes parámetros biofísicos de Ih a la resonancia en modelos computacionales de neurona TC con diferentes grados de complejidad.
8) Analizar específicamente las contribuciones de la cinética de inactivación lenta y de activación rápida de IT, y la cinética de activación lenta de Ih a la generación de resonancia en modelos computacionales de neurona TC.
9) Obtener los gráficos de impedancia en cada caso y realizar comparaciones entre los resultados obtenidos. 

3. MATERIALES Y MÉTODOS
3.1. Metodología experimental en neuronas talamocorticales

3.1.1. Introducción a las técnicas electrofisiológicas utilizadas

Las técnicas de patch-clamp y dynamic-clamp permiten estudiar y manipular respectivamente, las propiedades biofísicas de canales iónicos individuales en neuronas. Estos métodos posibilitan además, el estudio de la influencia de los canales iónicos sobre las propiedades electrofisiológicas y computacionales de las neuronas.
3.1.1.1. Patch-clamp

El patch-clamp es una técnica que permite registrar la actividad eléctrica de las células (current-clamp) o medir las corrientes eléctricas que fluyen a través de los canales iónicos insertados en la membrana celular (voltage-clamp) (Berg et al., 2015). Este método depende de la formación de un sello de alta resistencia con valores que oscilan entre 1 y 10 GΩ, entre una micropipeta de vidrio de baja resistencia (entre 2 y 5 MΩ) y la membrana celular. Esta configuración, denominada “cell-attach”, produce el aislamiento eléctrico de un parche de membrana en la punta de la micropipeta que permite registrar el flujo de iones (cargas eléctricas) a través de los canales iónicos presentes en el parche. La configuración “cell-attach” es precursora a todas las variantes del patch-clamp (Fig. 15.A). Se puede utilizar para registrar la actividad de un solo canal o se puede aislar el parche al retirar la micropipeta de la célula, manteniendo el sello, para estudiar los canales presentes. Esta última configuración se denomina “inside out” (Fig 15.B) ya que el lado citosólico del parche se dirige hacia afuera. Por otro lado, mediante la configuración “whole cell” (Fig. 15.C) se puede remover el parche de membrana y lograr continuidad entre el citoplasma y la solución dentro de la micropipeta, permitiendo estudiar todos los canales iónicos de la neurona. Desde esta configuración también se puede retirar la micropipeta, generando un nuevo sellado de la membrana y el parche en la punta de la pipeta. Esto resulta en el exterior de la membrana hacia afuera, lo que se denomina “outside out” (Fig. 15.D) En todas estas configuraciones es posible evaluar las corrientes eléctricas a diferentes potenciales de membrana (voltaje-clamp). Adicionalmente, en la configuración “whole cell” es posible registrar la respuesta del potencial de membrana a estimulos eléctricos aplicados a través de la pipeta (current-clamp) (Sakmann, 2013).
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3.1.1.2. Current-clamp

En la técnica de current-clamp se inyecta una corriente constante (como pulsos cuadrados) mediante la micropipeta, sin fijar el valor del potencial de membrana. Este método detecta cambios en el voltaje de la membrana debido a la actividad de los canales iónicos y permite controlar la cantidad de corriente inyectada, controlando así el potencial de membrana (Perkins, 2006). Por lo tanto, se utiliza para determinar cómo puede ser estimulada una neurona o para estudiar el comportamiento del potencial de membrana.
3.1.1.3. Voltage-clamp

El voltage-clamp permite medir corrientes iónicas en la membrana al mantener un voltaje constante mediante una retroalimentación positiva. Para esto, se utiliza un electrodo que determina el potencial de membrana e inyecta en la célula una corriente comandada externamente que cambia el potencial a un valor deseado. El comando de potencial fija el valor de potencial sobre un amplificador que magnifica cualquier diferencia con el potencial de membrana (Vcomando – Vmembrana). Cualquier diferencia es compensada por la inyección de una corriente igual y opuesta en carga a la corriente que pasa por la membrana. Por lo tanto, la magnitud de la corriente inyectada es una medida indirecta de la corriente que fluye por los canales iónicos de la membrana (Brown, 1977; Hernández-Ochoa & Schneider, 2012). 
Esta técnica permitió la caracterización de prácticamente todos los canales iónicos de las neuronas de vertebrados en cuanto a su dependencia al voltaje y al tiempo. A partir de esto se construyeron modelos matemáticos que reproducen su comportamiento electrofisiológico (Hernández-Ochoa & Schneider, 2012).
3.1.1.4. Dynamic-clamp

La técnica de dynamic-clamp utiliza la misma configuración de retroalimentación positiva del voltage-clamp, y una de sus funciones es estudiar los roles específicos de los canales iónicos en la función de una sola neurona o de redes neuronales. El dynamic-clamp consiste en la implementación de un lazo cerrado de retroalimentación que usa la lectura del potencial de membrana como variable independiente para resolver numéricamente las ecuaciones diferenciales que describen la dependencia del voltaje y del tiempo de un canal iónico específico. La solución de esas ecuaciones sirve como comando de inyección de corriente que es entregado en tiempo real a la neurona mediante el electrodo de patch-clamp. Esto permite simular la eliminación de ciertos canales de una neurona al inyectar la corriente de signo opuesto o la adición de canales para estudiar sus efectos de modulación, o permite estudiar la dinámica de la sinapsis química entre neuronas (Sharp et al., 1993). 
Anteriormente se desarrolló y se realizó la puesta a punto de la técnica de dynamic-clamp en el laboratorio (Moguilner, 2014), permitiendo manipular en tiempo real las conductancias de la membrana de neuronas TC durante registros de patch-clamp.
3.1.2. Animales Experimentales

La especie utilizada como modelo de estudio fue el ratón (Mus musculus), que pertenece al orden Rodentia. Con más de 2200 especies, es el orden más grande dentro de la clase Mammalia. Los Muridae constituyen la familia mayor, con unas 650 especies. Está conformada por roedores del suborden Myomorpha, cuya distribución original abarcaba Eurasia, África y Australia, y actualmente es cosmopolita debido a su introducción por parte del hombre (Wilson & Reeder, 2005). El cerebro de humanos y de roedores es anatómicamente homólogo, por lo que los ratones son buenos modelos para el estudio del cerebro humano (Ellenbroek & Youn, 2016). 
En este proyecto se trabajó con ratones de la cepa Swiss NIH, mantenidos y procreados en el bioterio del laboratorio de electrofisiología en las instalaciones del Centro Atómico Bariloche. El bioterio consiste en jaulas para ratones, donde son alimentados ad libitum con alimento balanceado y mantenidos bajo un régimen de luz/oscuridad de 12/12 horas. Para los experimentos se utilizaron machos y hembras al azar, de 14 a 18 días de edad. Superando esta edad se mielinizan los axones, dificultando la visualización de las neuronas. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH) y aprobados por el Comité Institucional del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, de la Comisión Nacional de Energía Atómica (Protocolo 16/2018, CICUAL CNEA).
3.1.3. Protocolos de Sacrificio

Los ratones fueron anestesiados con una dosis de 100mg/kg de peso de tiopental sódico por vía intraperitoneal. Se realizó la decapitación y se retiró el cerebro, el cual se colocó en líquido cefalorraquídeo artificial (ACSF) continuamente oxigenado y enfriado hasta cerca del punto de congelación. El ACSF es una solución que contiene en mM: 125 NaCl, 2,5 KCl, 0,5 CaCl2, 2,5 MgCl2, 1,3 NaH2PO4H2O, 26 NaHCO3 y 10 dextrosa, a pH 7,3.
3.1.4. Rodajas de cerebro

Utilizando un vibrátomo manual, se realizaron cortes coronales de cerebros de 350 µm de grosor que contienen los núcleos ventrobasales del tálamo. Las rodajas se incubaron a 30° C durante una hora y luego fueron mantenidas a temperatura ambiente (26-28°C) en ACSF continuamente oxigenada (95% CO2 - 5% O2) hasta ser transferidas a la cámara de registro continuamente perfundida con una solución de ACSF distinta que contiene en mM: 125 NaCl, 2,5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 1,3 NaH2PO4H2O, 26 NaHCO3 y 10 dextrosa, a pH 7,3.
3.1.5. Registros electrofisiológicos
Se trabajó con neuronas del núcleo ventral-posterior-medial (VPM) y del núcleo ventral-posterior-lateral (VPL), que forman parte del tálamo somatosensorial o complejo ventrobasal talámico (CVB) (Latarjet & Liard, 2004) (Figura 16). El CVB está constituido por neuronas de proyección tálamocorticales, y a diferencia de otros centros de relevo, el de ratones no presenta interneuronas inhibitorias (Barbaresi et al., 1986). El núcleo VPM recibe la información somatosensorial procedente de la cara y parte de la cabeza. En roedores, las neuronas de proyección en el VPM están distribuidas en agregados denominados "barriloides". Cada barriloide se corresponde con cada vibrisa y recibe la información táctil de la misma (Peterson et al., 2008). La información que llega al VPL proviene del tronco y las extremidades (Latarjet & Liard, 2004). 
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Se utilizó una cámara de video montada sobre un microscopio (ZeissAxioscopFS) con un sistema óptico infrarrojo con contraste de interferencia diferencial (IR-DIC) que permite visualizar las neuronas inmersas en la rodaja a profundidades hasta de 50 μm. Se trabajó con un objetivo de inmersión en soluciones acuosas 40x. La imagen capturada por la cámara de video se visualizó en un monitor en blanco y negro. Toda la estación de registro (microscopio, montaje de la preparación, calentador en línea de soluciones, micromanipulador computarizado, etc) se encuentra sobre una mesa antivibratoria que amortigua las vibraciones mediante el uso de aire comprimido. Se utilizó un amplificador especializado (Multiclamp 700B, Molecular Devices) para la amplificación de las señales electrofisiológicas y para la inyección de corriente. Estas señales analógicas y digitales respectivamente, se interconvierten mediante el uso de una interfaz análogo-digital (Digidata 1440, Molecular Devices) que permite el uso de una computadora personal para la adquisición de señales y su posterior análisis, y para la entrega de protocolos sofisticados de estimulación como los protocolos ZAP. El sistema se puede observar en la Figura 17. El sistema de dynamic-clamp se implementó mediante el uso de una segunda interfaz análogo-digital (PCIe-6351, National Instruments) dedicada a la lectura del potencial de membrana y a la entrega de la corriente comandada por el software que resuelve en tiempo real las ecuaciones que describen la conductancia de interés (StdpC; Kemenes et al., 2011).
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La micropipeta de vidrio fue elaborada con un estirador de capilares (Sutter P100), y luego fue llenada con una solución intracelular conteniendo en mM: 119 CH3KO3S, 12 KCl, 1 MgCl2, 0,1 CaCl2, 1 EGTA, 10 HEPES, 0,4 Na-GTP, y 2 Mg-ATP. Todos los registros se realizaron a 28°C. La temperatura fue mantenida constante mediante el uso de un calentador en línea. La micropipeta fue insertada en un alambre de plata previamente clorurado y fue acercada a una neurona TC mediante el micromanipulador (Sutter MP-87) hasta que se formó un sello de alta resistencia entre la punta de la pipeta y la membrana celular (patch-clamp). Después se rompió la membrana celular contenida en la punta de la micropipeta aplicando una ligera presión negativa (configuración whole-cell). Una vez que se tuvo acceso al interior se midió el potencial de membrana. También se midió la resistencia de la membrana (entre 200 y 400 MΩ para neuronas TC) y se compensó la resistencia de acceso o resistencia en serie. Esta resistencia de acceso resulta de la resistencia de la micropipeta sumada a la resistencia debida a diferencias de viscosidad entre el medio en la pipeta y el citoplasma y la presencia de restos celulares cerca de la punta de la pipeta (Moguilner, 2014). En este trabajo sólo se utilizó voltage-clamp durante el proceso de obtención de la configuración whole-cell. Luego de establecer dicha configuración, se analizó la forma de disparo de cada neurona en current-clamp, inyectando escalones de corriente despolarizante o hiperpolarizante de diferentes amplitudes. Estos protocolos de inyección fueron implementados con el software pCLAMP 10. La neuronas TC son reconocidas no sólo por su localización anatómica, verificada con video-microscopía, sino también por su típica respuesta electrofisiológica: disparo tónico a las despolarizaciones y disparos de rebote en ráfagas a las hiperpolarizaciones (Ver Modo de disparo de neurona TC en Resultados).
Para observar el efecto de la corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT) y de la corriente catiónica activada por hiperpolarización (Ih) sobre la resonancia, se aplicaron por perfusión las siguientes drogas que actúan como bloqueadores específicos: 
·  3 µM de TTA-P2 (3.5-dichloro-N-[1-(2.2-dimethyl-tetrahydro-pyran-4-ylmethyl)-4-fluoro-piperidin-4-ylmethyl]-benzamide): es un bloqueador específico de los canales T de bajo umbral (familia CaV3). La aplicación de 1 uM de TTA-P2 resulta en un bloqueo del 100% de la corriente T, y se observa el efecto máximo después de 3 a 4 minutos desde la aplicación. La recuperación incompleta de la corriente T por lavado de la droga se puede lograr en unos 50 minutos (Dreyfus et al., 2010; Choe et al., 2011). 
·  10 µM ZD-7288 (4-Ethylphenylamino-1.2-dimethyl-6-methylaminopyrimidinium chloride): es un bloqueador no reversible, específico de los canales h (familia HCN), y se observa el efecto máximo después de 5 a 10 minutos desde la aplicación (Amarillo et al., 2014).  
Las concentraciones específicas de cada droga fueron determinadas según la respuesta que mostraron neuronas TC en registros anteriores (Amarillo et al., 2014). Después de registrar la respuesta de las neuronas ante la aplicación de las drogas, se restableció mediante dynamic-clamp la corriente del canal específico para determinar que el efecto que se observó al bloquearlo no correspondía a factores externos. 
Resumiendo, los tratamientos fueron los siguientes:

Por un lado, para la corriente T:

1. Control: sin perfusión de droga
2. TTA-P2: sin IT
3. dT: dynamic-clamp restituyendo IT
Y por otro lado, para la corriente h:
4. Control
5. ZD: sin Ih
6. dh: dynamic-clamp restituyendo Ih
3.1.6. Función ZAP y su análisis: Impedancia
Para cada neurona TC, en cada tratamiento se utilizó la Función ZAP con protocolos de estimulación sinusoidal a frecuencia creciente para examinar las propiedades cualitativas de resonancia. La función consistió en frecuencias entre 0,02 y 10 Hz (entre 0 y 40000 ms) y se ajustó la amplitud de la señal de entrada de la función ZAP para evitar los potenciales de acción en respuestas del voltaje, debido a que únicamente era de interés la parte subumbral.
La respuesta (salida) obtenida consistió en la variación del potencial de membrana en el tiempo producida por el estímulo (entrada) de corriente en el tiempo. Estas señales en el dominio temporal, producidas y adquiridas con el software PClamp 10.7 (Molecular Devices), fueron convertidas al dominio de frecuencia mediante la transformada rápida de Fourier (FFT) que se realizó con el programa Matlab (Mathworks). Este mismo programa se utilizó para obtener la magnitud de la impedancia (ver Impedancia en Introducción) y realizar el análisis de los perfiles de impedancia de los promedios de las neuronas TC bajo cada tratamiento. Los gráficos finales se elaboraron mediante OriginPro 8.5, en el que se realizó un protocolo de "alisado" (smoothing) que permite suavizar los trazos obtenidos experimentalmente, y mediante Adobe Illustrator CS6.
3.2. Metodología computacional en neuronas talamocorticales

3.2.1. Modelo complejo
Se utilizó el programa de simulación NEURON 7.6 (Hines & Carnevale, 1997) para modelar una neurona TC con los parámetros definidos experimentalmente en Amarillo et al. (2014), a 28°C. Se utilizó un modelo monocompartimental que no incluye información sobre la geometría compleja de las neuronas ni la distribución subcelular de los canales iónicos. Los valores de partida de las conductancias de cada corriente (g; cuya unidad de medida en Neuron es S/cm2), o de permeabilidad en el caso de IT (p; cuya unidad de medida en el programa es cm/s), para las simulaciones fueron las siguientes: gNaleak = 3 x 10-6 ; gKleak = 1 x 10-5 ; gNaP = 5,5 x 10-6 ; gA = 0,0055 ; gKir = 2 x 10-5 ; pT = 5 x 10-5 ; gh = 2,2 x 10-5. Para modelar Ih, se utilizó la adaptación de la formulación matemática de Ih de las neuronas TC utilizada anteriormente en Amarillo et al. (2014). Las ecuaciones de activación en estado estacionario y de la constante de tiempo de activación que corresponden a datos obtenidos a una temperatura de 34°C son las siguientes:
mh∞(V) = 1 ⁄ {1 + exp[(V + 82) ⁄ 5.49]}                                      (1)
(mh(V) = 1 ⁄ {0.0008+ 0.0000035 exp(-0.05787V)]+exp(-1.87+ 0.0701V)}.      (2) 
Se utilizó un Q10 de 4 (Santoro et al., 2000) para las simulaciones a 28°C.

Las ecuaciones utilizadas para modelar la variación del voltaje y del tiempo de Ih fueron:

Ih = ḡhmh(V - Eh)                                                            (3)
m´h = [mh∞(V) - mh] ⁄ (mh(V),                                                      (4)
Donde ḡh es la conductancia máxima y Eh es el potencial de reversión para Ih (-43mV).

Para modelar IT también se utilizó el modelo implementado en Amarillo et al. (2014). Las ecuaciones fueron las siguientes:

mT∞(V) = 1 ⁄ {1 + exp[-(V + 53) ⁄ 6.2]}                                         (5)
    hT∞(V) = 1 ⁄ {1 + exp[(V + 75) ⁄ 4]}                                            (6)
 (mT(V) = 0.612 + 1 ⁄ {exp[-(V + 128) ⁄ 16.7] + exp[(V + 12.8) ⁄ 18.2]}     (7)

(hT(V) = exp[(V + 461) ⁄ 66.6]   para V < - 75mV                                (8)
(hT(V) = 28 + exp[-(V + 16) ⁄ 10.5]   para V > -75 mV                             (9)
y

IT = pTmT 2 hTG(V, CaoCai)                                                (10)
m´T = [mT∞(V) - mT] ⁄ (mT(V)                                               (11)
h ´T = [hT∞(V) - hT] ⁄ (hT(V).                                               (12)
G(V, Cao, Cai ) es la función no lineal de voltaje y concentración de calcio de Goldman-Hodgkin-Katz:
G(V, Cao, Cai ) = Z2F2V ⁄ RT{[Cai - Caoexp (ZFV ⁄ RT)] ⁄ 1 - exp(-ZFV ⁄ RT)},   (13)      
donde Cao y Cai son las concentraciones extracelulares e intracelulares de Ca+2 respectivamente; Z es la impedancia; y R, F y T mantienen sus significados habituales. Se asumió un Q10 de 2,5 para la activación e inactivación de IT. 
Las ecuaciones utilizadas para las corrientes leak fueron las mismas establecidas en el trabajo de Huguenard & McCormick (1992), sin modificaciones: 

IKleak = ḡKleak(V - EK)                                                     (14)

 INaleak = ḡNaleak(V - VNaleak),                                                 (15)

donde ḡKleak y ḡNaleak son las conductancias máximas de los leaks de K+ y Na+ respectivamente; EK es el potencial de equilibrio para el potasio (-100 mV) y VNaleak es el potencial de reversion del leak de sodio, que es una corriente mezcla de sodio y de potasio (0 mV). 

La figura 18 muestra el entorno gráfico del programa y las características básicas utilizadas para realizar simulaciones. 
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Fig. 18: Entorno gráfico de NEURON. Se muestra una simulación en la que se aplicó un pulso cuadrado de corriente con una amplitud de -0.1 nA desde un potencial de reposo de -63 mV. Es posible controlar parámetros como canales presentes (A), potencial de membrana inicial (B), temperatura (C), conductancias de canales específicos (D), tiempo (E) o corriente inyectada (F). G es un gráfico de potencial en función de tiempo y H es un gráfico de corriente en función del tiempo.
Para observar el efecto de la corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT) y de la corriente catiónica activada por hiperpolarización (Ih) sobre la resonancia, se realizó el modelo de neurona TC eliminando, por un lado, la corriente T (convirtiendo pT = 5 x 10-5 cm/s a 0), y por el otro lado, la corriente h (convirtiendo gh = 2,2 x 10-5 S/cm2 a 0).
Por lo tanto, los tratamientos fueron los siguientes:

1. Control: modelo complejo completo
2. Sin IT: modelo con eliminación de la corriente T.
3. Sin Ih: modelo con eliminación de la corriente h.
Mediante el programa, se realizó un protocolo de ZAP con estimulación sinusoidal a frecuencia creciente para examinar las propiedades cualitativas de la resonancia para cada tratamiento. Al igual que en la metodología experimental, la función consistió en frecuencias entre 0,02 y 10 Hz (entre 0 y 40000 ms), ajustando la amplitud de la señal de entrada de la función ZAP para evitar los potenciales de acción en respuestas del voltaje.

Las señales en el dominio temporal fueron convertidas al dominio de frecuencia mediante la transformada rápida de Fourier (FFT) que se realizó con el programa Matlab (Mathworks). Este mismo programa se utilizó para obtener la magnitud de la impedancia y realizar el análisis de los perfiles de impedancia del modelo bajo cada tratamiento. Los gráficos finales se elaboraron mediante Adobe Illustrator CS6.
3.2.2. Modelos mínimos
Se realizaron 4 modelos mínimos en los que se observaron las respuestas del voltaje ante la inyección de una corriente sinusoidal a frecuencia creciente. Estos modelos consistieron en la simulación de una neurona TC con los mismos parámetros descritos anteriormente en Amarillo et al. (2014), modificando únicamente los valores de gh y pT para mantener amplitudes de voltaje similares en la Función ZAP (pT = 2 x 10-5 cm/s; gh = 2 x 10-5 S/cm2). Sin embargo, sólo se mantuvieron presentes las conductancias/permeabilidades de las corrientes de interés, para determinar el efecto de cada una sobre la resonancia. Por lo tanto, los modelos mínimos fueron los siguientes: 
1) IT, Ih y leaks.

2) Ih y leaks.
3) IT y leaks.

4) Sólo leaks.
También se utilizó el programa Matlab (Mathworks) para obtener la magnitud de la impedancia y realizar el análisis de los perfiles de impedancia de cada modelo mínimo. Los gráficos finales se elaboraron mediante Adobe Illustrator CS6.
3.2.3 Eliminación de la dependencia al tiempo de las corrientes

Se realizaron modelos mínimos con IT, Ih y leaks utilizando los parámetros anteriores, modificando la cinética de inactivación lenta y de activación rápida de IT, y la cinética de activación lenta de Ih para analizar específicamente la contribución de cada una a la generación de resonancia. Por lo tanto, se realizaron los siguientes modelos:
·  Convirtiendo la inactivación lenta de IT (hT) a instantánea: Se reemplaza la variable de inactivación original con cinética lenta (dhT/dt) por la variable en estado estacionario (hTinf). 
·  Convirtiendo la activación rápida de IT (mT) a instantánea: Se reemplaza la variable de activación original con cinética rápida (dmT/dt) por la variable en estado estacionario (mTinf).
·  Convirtiendo la activación lenta de Ih (mh) a instantánea: Se reemplaza la variable de activación original con cinética lenta (dmh/dt) por la variable en estado estacionario (mhinf).
Por último, se realizó nuevamente el modelo mínimo con IT, Ih y leaks, aumentando únicamente las conductancias de los leaks (gNaleak = 5 x 10-6 S/cm2 ; gKleak = 1,5 x 10-5 S/cm2), para realizar una comparación con el efecto de la activación de Ih en estado estacionario (mhinf).
Nuevamente, mediante el programa Matlab (Mathworks), se obtuvo la magnitud de la impedancia y se realizó el análisis de los perfiles de impedancia de cada modelo mínimo, elaborando los gráficos finales mediante Adobe Illustrator CS6.
4. RESULTADOS
4.1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

4.1.1. Modo de disparo de neurona TC
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Se observó el comportamiento electrofisiológico en current-clamp de cada neurona TC en condiciones de control (sin bloqueadores de canales iónicos presentes) (n = 33) a 28°C, en la configuración “whole cell” de la técnica de patch-clamp (ver Materiales y Métodos), inyectando pulsos cuadrados de corriente despolarizante e hiperpolarizante. La Figura 19 muestra una de las neuronas estudiadas bajo estas condiciones. Las inyecciones de corriente despolarizante indujeron el disparo tónico de potenciales de acción a frecuencias que dependen de la intensidad de la corriente inyectada, mientras que la hiperpolarizacion profunda (a potenciales por debajo de -70 mV) indujo la generación de ráfagas de rebote (rebound burst) al final del escalón de corriente. Por otro lado, en los primeros pulsos de corriente que llevan el potencial de membrana hacia valores cercanos a los -100 mV, se pudo observar la presencia de corriente activada por hiperpolarización (Ih) al provocar una rampa ascendente hacia valores más positivos de voltaje (sag potential), retornando el potencial de membrana de la hiperpolarización. También se logró observar la presencia de la corriente rectificadora de entrada de potasio (IKir) como una respuesta no lineal, a pesar de que el incremento en la corriente aplicada fue lineal. Inyecciones crecientes de corriente hiperpolarizante aplicadas desde -60 mV provocaron la activación creciente de IKir, empujando el potencial de membrana hacia la hiperpolarización. En cambio, inyecciones crecientes de corriente despolarizante indujeron la activación decreciente de IKir. 
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Por lo tanto, se pudo observar, por un lado, el disparo tónico de potenciales de acción al inyectar una corriente despolarizante, debido a la activación de canales de Na+ y K+ (Figura 20.A) y, por otro lado, la generación de un rebound burst al inyectar una corriente hiperpolarizante producida por la activación de canales de calcio tipo T coronadas por potenciales de acción (Figura 20.B).
4.1.2. ZAP de neurona TC

Se inyectó una corriente sinusoidal (entrada) a frecuencia creciente (Función ZAP) en cada neurona TC en condiciones control (n = 33) y se observó en su respuesta (salida) la forma de huso que corresponde a la resonancia natural. En la Figura 21 se muestra esta respuesta en una neurona individual. 
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Fig. 21: Protocolo de estimulación (Entrada) utilizando una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) y respuesta del voltaje (Salida) de una neurona TC sin bloqueadores de canales iónicos presentes durante 40 s.

4.1.2.1. Efecto de IT
En la misma neurona anterior, mediante la aplicación por perfusión del bloqueador específico de canales de calcio tipo T TTA-P2, se bloqueó la corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT), y se comprobó el bloqueo mediante la eliminación de las ráfagas de rebote al final del pulso (Figura 22) (notar que esta neurona en particular ya tenía poca corriente h en condiciones control). Esto se realizó con cada neurona TC estudiada bajo las mismas condiciones (n = 6). 
En la misma neurona, en presencia de TTA-P2, se inyectó una corriente sinusoidal a frecuencia creciente y se observó una gran disminución en el huso de la respuesta del voltaje (Figura 23). Esto también se obtuvo en cada neurona TC (n = 6). Luego se restituyó la corriente T mediante dynamic-clamp y se logró observar nuevamente las ráfagas de rebote al final del pulso en current-clamp (Figura 24) y la presencia de resonancia (Figura 25) similar a la obtenida en el control (Figura 8), aunque corrida hacia valores mayores de tiempo. Esto se repitió con todas las neuronas TC que mantuvieron su estabilidad (n = 3).
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4.1.2.2. Efecto de Ih

En una nueva neurona TC se inyectó una corriente sinusoidal a frecuencia creciente (Función ZAP), y se observó en su respuesta la forma de huso que corresponde a la resonancia natural (control) (Figura 26). Se bloqueó la corriente activada por hiperpolarización (Ih) mediante la aplicación por perfusión del bloqueador específico de canales HCN (la familia de canales iónicos que producen la corriente h) ZD-7288, lo cual se comprobó mediante la eliminación de la rampa ascendente (sag) hacia valores más positivos de voltaje al principio del primer pulso de corriente que lleva el potencial de membrana hacia valores cercanos a los -100 mV (Figura 27). Esto se observó en cada neurona TC estudiada bajo las mismas condiciones (n = 6). 
En la misma neurona en ausencia de Ih, se inyectó una corriente sinusoidal a frecuencia creciente y se observó un aumento en la resonancia natural de la respuesta del voltaje (Figura 28). Esto también se determinó en cada neurona TC (n = 6).
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4.1.3. Impedancia de neuronas TC
Llevando los gráficos de tiempo al dominio de frecuencia, se pudo determinar que el rango de frecuencia en que existen mayores magnitudes de impedancia en las neuronas TC registradas con todas las conductancias presentes (control) es entre 0,7 y 1,4 Hz, lo cual corresponde a la resonancia natural (promedio de n = 33). Mediante la perfusión de TTA-P2 y su consecuente bloqueo de IT, se determinó una disminución significativa en la resonancia con la disminución del pico de la impedancia en un 36,5% (389,5 ± 25,4 y 247,3 ± 72,6 MOhm; p<0,05; t-test no apareado; n=33 y n=6 para control y TTA-P2 respectivamente), mientras que mediante la perfusión de ZD-7288 y su consecuente bloqueo de Ih, se observó una tendencia a un aumento de la resonancia natural con el aumento del pico de la impedancia en un 110,6%. Sin embargo, no se obtuvo un aumento significativo (389,5 ± 25,4 y 820,3 ± 237,4 MOhm; p>0,05; t-test no apareado; n=33 y n=6 para control y ZD-7288 respectivamente) (Figura 29). 
Al restituir la corriente T mediante dynamic-clamp se pudo observar cualitativamente una curva de impedancia muy similar a la del control, con un rango de frecuencia con mayores magnitudes de impedancia entre 0,9 y 2 Hz (n = 3) (Figura 30). 
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4.2. RESULTADOS DEL MODELO

4.2.1. Modo de disparo de un modelo complejo de neurona TC
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Mediante el programa NEURON se realizaron simulaciones del comportamiento electrofisiológico de una neurona TC con todas las conductancias subumbrales y supraumbrales presentes a 28°C (ver Modelos matemáticos de neuronas talamocorticales en Materiales y Métodos), inyectando pulsos cuadrados de corriente despolarizante e hiperpolarizante (Figura 31. Comparar con Figura 19 de Resultados Experimentales).
Fig. 31: Respuesta de current-clamp del modelo de neurona TC (izquierda) en presencia de todas las conductancias ante la inyección de pulsos cuadrados crecientes (derecha) desde un potencial en reposo de -63 mV durante 5 segundos.
4.2.2. ZAP de un modelo complejo de neurona TC
Se simuló la inyección de una corriente sinusoidal a frecuencia creciente (Función ZAP) en el modelo de neurona TC con todas las conductancias subumbrales y supraumbrales presentes, y se observó en la respuesta del voltaje la forma de huso que corresponde a la resonancia natural (Figura 32. Comparar con Figura 21 de Resultados Experimentales). 
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Fig. 32: Protocolo de estimulación (Entrada) utilizando una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) y respuesta del voltaje (Salida) del modelo de neurona TC en presencia de todas las conductancias durante 40 s.
4.2.2.1. Efecto de IT
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Mediante el programa se sustrajo la corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT) del modelo de neurona TC, cambiando la permabilidad de 5 x 10-5 cm/s a 0, para determinar su efecto sobre el potencial de membrana. Se logró observar la eliminación de las ráfagas de rebote, lo que corresponde al efecto observado experimentalmente después del bloqueo farmacológico de IT (Figura 33 Comparar con Figura 22 de Resultados Experimentales). Luego se simuló la Función ZAP en ausencia de IT y se observó una gran disminución en la resonancia natural de la respuesta del voltaje,  que corresponde a la disminución de la resonancia observada experimentalmente después del bloqueo (Figura 34. Comparar con Figura 23 de Resultados Experimentales).
Fig. 33: Respuesta de current-clamp del modelo de neurona TC con la pT = 0 ante la inyección de pulsos cuadrados crecientes desde un potencial en reposo de -63 mV durante 5 segundos.
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Fig. 34: Respuesta del modelo de neurona TC ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) en ausencia de IT durante 40 s.

4.2.2.2. Efecto de Ih
Se sustrajo la corriente activada por hiperpolarización (Ih) del modelo de neurona TC, cambiando la conductancia de 2,2 x 10-5 S/cm2 a 0, para observar su efecto sobre el potencial de membrana. En los primeros pulsos de corriente que llevan el potencial de membrana hacia valores cercanos a los -100 mV, se pudo observar la eliminación de la rampa ascendente hacia valores más positivos de voltaje que es provocada por Ih, lo que corresponde al efecto observado experimentalmente después del bloqueo farmacológico de Ih (Figura 35. Comparar con Figura 27 de Resultados Experimentales). Además se observó una disminución en la rectificación del potencial de membrana en el sentido hiperpolarizante, lo cual es consistente con un aumento en la resistencia de la membrana (disminución de la conductancia) inducida por la eliminación de Ih. Después de simular la Función ZAP en ausencia de Ih, se observó un aumento en la resonancia natural de la respuesta del voltaje, que corresponde a la tendencia del aumento de la resonancia observada experimentalmente después del bloqueo (Figura 36. Comparar con Figura 28 de Resultados Experimentales). 
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Fig. 35: Respuesta de current-clamp del modelo de neurona TC con gh = 0 ante la inyección de pulsos cuadrados crecientes desde un potencial en reposo de -63 mV durante 5 segundos.
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Fig. 36: Respuesta del modelo de neurona TC ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) en ausencia de Ih durante 40 s.
4.2.2.3. Efectos combinados de IT e Ih
Se simuló la Función ZAP en ausencia de IT y de Ih, cambiando la permabilidad de IT de 5 x 10-5 cm/s a 0 y la conductancia de Ih de 2,2 x 10-5 S/cm2 a 0, y se observó la eliminación completa de la resonancia natural de la respuesta del voltaje, representando un filtro pasa-bajo, que es lo que se esperaría observar experimentalmente después de bloquear farmacológicamente tanto Ih como IT (Figura 37). 

[image: image47.emf]
Fig. 37: Respuesta del modelo de neurona TC ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) en ausencia de IT e Ih durante 40 s.
4.2.3. Impedancia de un modelo complejo de neurona TC

Llevando los gráficos de tiempo al dominio de frecuencia, se pudo determinar que el rango de frecuencia en que existen mayores magnitudes de impedancia en el modelo de neurona TC con todas las conductancias subumbrales y supraumbrales presentes (control) es entre 0,9 y 1,9 Hz, con un pico de impedancia de 954,8 MOhm. Mediante la eliminación de IT, se determinó un pequeño pico de impedancia de 278,5 MOhm, resultando en una disminución de un 70,8% del valor inicial, mientras que en ausencia de Ih, se pudo determinar un pico de impedancia de 2419,3 MOhm, lo cual corresponde a un aumento de un 153,4% del valor inicial. En ausencia tanto de IT como de Ih, hubo una disminución progresiva de las magnitudes de impedancia, con mayores magnitudes a valores bajos de frecuencia, sin presencia de pico de impedancia, respuesta característica de un filtro pasa-bajo (Figura 38. Comparar con Figura 29 de Resultados Experimentales).
[image: image48.emf]
Fig. 38: Impedancias del modelo de neurona TC entre 0,02 y 10 Hz: con todas las conductancias presentes (trazo negro); en ausencia de IT (trazo rojo); en ausencia de Ih (trazo naranja); en ausencia de IT e Ih (trazo azul).
4.3. Modelos mínimos
4.3.1. Modelo mínimo con IT + Ih + leaks
Se simuló la inyección de una corriente sinusoidal a frecuencia creciente (Función ZAP) en el modelo de neurona TC con presencia de IT, Ih y leaks únicamente, y se observó en la respuesta del voltaje la forma de huso que corresponde a la resonancia observada experimentalmente en ausencia de bloqueadores de canales iónicos (Figura 39. Comparar con Figura 21 de Resultados Experimentales). 
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Fig. 39: Respuesta del modelo mínimo de neurona TC con sólo IT, Ih y leaks, ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.
4.3.2. Modelo mínimo con Ih + leaks

Se simuló la Función ZAP en el modelo de neurona TC con presencia de Ih y leaks, y se observó en la respuesta del voltaje la forma de huso mínima que corresponde a la disminución en la resonancia natural observada experimentalmente después del bloqueo farmacológico de IT (Figura 40. Comparar con Figura 23 de Resultados Experimentales). 
[image: image50.emf]
Fig. 40: Respuesta de modelo mínimo de neurona TC con sólo Ih y leaks, ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.
4.3.3. Modelo mínimo con IT + leaks

[image: image51.emf]Se simuló la Función ZAP en el modelo de neurona TC con presencia de IT y leaks únicamente, y se observó en la respuesta del voltaje la forma de huso que corresponde a la resonancia observada experimentalmente después del bloqueo farmacológico de Ih (Figura 41. Comparar con Figura 28 de Resultados Experimentales). 
Fig. 41: Respuesta del modelo mínimo de neurona TC con sólo IT y leaks, ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.
4.3.4. Modelo mínimo con leaks
Se simuló la Función ZAP en el modelo de neurona TC con presencia de leaks únicamente, y se observó en la respuesta del voltaje la respuesta característica de un filtro pasa-bajo, que es lo que se esperaría observar experimentalmente después de bloquear farmacológicamente tanto Ih como IT (Figura 42). 
[image: image52.emf]
Fig. 42: Respuesta de modelo mínimo de neurona TC con sólo leaks, ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.

4.3.5. Impedancia de modelos mínimos de neurona TC

Llevando los gráficos de tiempo al dominio de frecuencia, se determinó que el rango de frecuencia en que existe mayores magnitudes de impedancia en el modelo de neurona TC con presencia de IT, Ih y leaks (control) es entre 0,9 y 1,6 Hz, con un pico de la magnitud de 797,5 MOhm. En el modelo con presencia de IT y leaks, se obtuvo un pico de la magnitud de 964,4 MOhm, lo cual corresponde a un aumento de un 20,92% del valor control. Por otro lado, en el modelo con presencia de Ih y leaks, se observó un pequeño pico de la magnitud de 420,7 MOhm, resultando en una disminución de un 47,25% del valor inicial en presencia de las dos corrientes. En el modelo con sólo presencia de leaks se determinó la disminución progresiva de las magnitudes de impedancia, con mayores magnitudes a valores bajos de frecuencia, sin presencia de pico de impedancia (Figura 43. Comparar con Figura 29 de Resultados Experimentales).

[image: image53.emf]
Fig. 43: Impedancia del modelo mínimo de neurona TC entre 0,02 y 10 Hz: con presencia de IT, Ih y leaks (trazo negro), con IT y leaks (trazo naranja), con Ih y leaks (trazo rojo), y sólo con leaks (trazo azul).
4.4. Eliminación de la dependencia al tiempo de las corrientes
[image: image54.emf][image: image55.emf]Para determinar la contribución específica a la resonancia de la cinética lenta de inactivación y la cinética rápida de activación de IT, además de la cinética lenta de activación de Ih, se realizaron simulaciones con los modelos mínimos después de manipular las constantes de tiempo de las variables de activación/inactivación, y se contrastaron las respuestas con las obtenidas en condiciones control (respuestas obtenidas antes de las manipulaciones; Figura 44, la cual es idéntica a la Figura 39).
4.4.1. Inactivación lenta de IT (hT)
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Se simuló la Función ZAP en el modelo mínimo anterior, convirtiendo la inactivación lenta IT a instantánea (hTinf), y se observó una gran disminución en la resonancia natural de la respuesta del voltaje (Figura 45). 

Fig. 45: Respuesta del modelo mínimo de neurona TC con sólo IT, Ih y leaks, con hT instantánea, ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.
4.4.2. Activación rápida de IT (mT)
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Se simuló la Función ZAP en el mismo modelo mínimo de neurona TC, manteniendo instantánea la activación rápida IT (mTinf), y no se observó cambio en la respuesta del voltaje (Figura 46). 
4.4.3. Activación lenta de Ih (mh)
Se simuló la Función ZAP en el modelo mínimo de neurona TC con presencia de IT, Ih y leaks, manteniendo instantánea la activación lenta Ih (mhinf), y se observó una marcada disminución en la respuesta del voltaje (Figura 47). 
[image: image58.jpg]Voltaje (mV)

-58

—60

—-62

-78

—-80

0.5

15

I
o

pT

2
Tiempo (ms)

2.5

3.5

x 10




Fig. 47: Respuesta del modelo mínimo de neurona TC con sólo IT, Ih y leaks, con mh instantánea, ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.
4.4.4. Modelo mínimo con IT + Ih + leaks aumentados
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Se simuló la Función ZAP en el modelo mínimo de neurona TC con presencia de IT, Ih y leaks, sin cambiar la dependencia al tiempo de las corrientes, pero aumentando las conductancias de los leaks (cambiando gNaleak de 3 x 10-6 S/cm2 a 5 x 10-6 S/cm2 y gKleak de 1 x 10-5 S/cm2 a 1,5 x 10-5 S/cm2) (Figura 48) y se observó el mismo tipo de disminución en la respuesta del voltaje observada anteriormente al eliminar la dependencia al tiempo de la activación de Ih (Figura 49).

4.4.5. Impedancia de modelos mínimos de neurona TC con eliminación de tiempo-dependencia de activación/inactivación de corrientes
El rango de frecuencia en que existe mayores magnitudes de impedancia en el modelo mínimo con  presencia de IT, Ih y leaks (control) es entre 0,9 y 1,6 Hz, con un pico de la magnitud de 797,5 MOhm. Manteniendo instantánea la inactivación lenta de IT (hTinf) en el mismo modelo, se determinó la disminución de un 35,3 % del pico de la impedancia inicial, resultando en un pico de 516,4 MOhm. Manteniendo instantánea la activación lenta de IT (mTinf), el pico de la magnitud fue de 872,6 MOhm, correspondiendo a un aumento del 9,4% del valor control. Manteniendo instantánea la activación lenta Ih (mhinf), el pequeño pico de la magnitud fue de 386,03 MOhm, lo cual resulta de una disminución del 51,6% del valor inicial (Figura 49).
En el modelo mínimo con las conducancias de los leaks aumentadas, se observó cualitativamente una curva de impedancia muy similar a la de mhinf, con mayores magnitudes de impedancia entre 0,9 y 1,6 Hz (Figura 50).
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5. DISCUSIÓN y CONCLUSIONES
En este trabajo de tesina se estudió la contribución de dos conductancias iónicas que operan a voltajes por debajo del umbral de disparo de potenciales de acción, a la generación de resonancia en neuronas talamocorticales (TC) somatosensoriales (núcleo ventral-posterior-medial (VPM) y núcleo ventral-posterior-lateral (VPL) de ratón: la corriente transitoria de calcio de bajo umbral (IT) y la corriente activada por hiperpolarización (Ih). Experimentalmente, se utilizaron bloqueadores específicos de las conductancias iónicas, y estos resultados fueron reproducidos con una precisión notable en simulaciones realizadas con modelos computacionales de neuronas TC con diferentes niveles de complejidad, que han sido previamente utilizados y validados en el grupo de trabajo (Amarillo et al., 2014; Amarillo et al., 2015). 
Por un lado, los resultados presentados demuestran que la corriente T determina la expresión de la resonancia en neuronas TC, lo cual es consistente con estudios anteriores del grupo de Ernest Puil, en los que se utilizaron bloqueadores inespecíficos (Ni+2) y técnicas computacionales (Hutcheon et al., 1994; Puil et al., 1994). Efectivamente, mediante los resultados de este trabajo, se determinó que la eliminación farmacológica de IT en neuronas vivas, y la eliminación computacional llevando el valor de la permeabilidad máxima de IT a cero (0,0 cm/seg) en el modelo de neurona TC completo, disminuye el pico de resonancia hasta casi eliminarlo (reducción de un 53,65% de la resonancia en promedio). Además, la restitución de IT mediante dynamic-clamp devuelve la resonancia a sus valores anteriores al bloqueo, con un pequeño corrimiento hacia valores mayores de tiempo. Una posible razón de este corrimiento es que, mediante este protocolo, no se refleja la entrada de calcio y los cambios metabólicos que podrían estar influyendo en las neuronas naturales. Reforzando el efecto resonador de IT, el modelo mínimo que incluye exclusivamente a Ih y las corrientes leak presenta un pico muy disminuido de resonancia comparado al modelo mínimo con presencia de ambas corrientes, y la eliminación computacional simultánea de IT e Ih produce la respuesta típica de un filtro pasa-bajo, como corresponde a las propiedades pasivas de la membrana. 

Los resultados obtenidos con las simulaciones de modelos mínimos en las que se modifican las variables de activación e inactivación de IT, indican que, específicamente, la cinética lenta de inactivación de la corriente T es la que produce resonancia en neuronas TC, mediante la atenuación de la respuesta del potencial de membrana a inputs oscilatorios de bajas frecuencias, como fue propuesto originalmente por Hutcheon y colaboradores (Hutcheon et al., 1994). Este efecto atenuador se debe a la acumulación de canales inactivos a bajas frecuencias durante la ventana temporal, en la que se superponen las curvas de activación e inactivación, que se opone a los desplazamientos del potencial de membrana hacia la despolarización, generando un filtro pasa-alto. Este filtro, combinado con el filtro pasa-bajo producido por las propiedades pasivas de la membrana (( = R x C), es la causa de la resonancia. De esta manera, convertir computacionalmente la inactivación lenta de IT (hT = dhT/dt) en una inactivación instantánea (hT = hTinf), hace desaparecer este efecto de filtro pasa-alto, y la membrana responde a los desplazamientos de potencial de forma únicamente dependiente de la constante de tiempo de la membrana (filtro pasa-bajo). Por otra parte, la activación de IT ejerce un efecto amplificador de la resonancia debido al ciclo de retroalimentación positiva "despolarización-activación-despolarización". Esta activación es relativamente rápida, de manera que convertirla en instantánea (mT = mTinf) no tiene ningún efecto apreciable en la magnitud de la resonancia.

Por otra parte, los resultados obtenidos, tanto experimentales como computacionales, acerca de la contribución de la corriente h a la resonancia de las neuronas TC se contraponen a resultados obtenidos en otros tipos celulares, en que se ha demostrado una función resonadora de esta corriente. En neuronas piramidales del hipocampo (CA1), las cuales expresan canales HCN1, diferentes a los canales HCN2 que se expresan en neuronas TC, se observó desaparición de resonancia a potenciales hiperpolarizados después de la aplicación del mismo bloqueador de canales HCN (que bloquea Ih) utilizado en el presente estudio (Hu et al., 2002). Igualmente, en neuronas de la oliva inferior, que expresan tipos de canales HCN similares a los que se expresan en neuronas TC (Santoro et al., 2000), se demostró un efecto resonador de la corriente h mediante el bloqueo farmacológico o genético (knockout) de los canales HCN (Matsumoto et al., 2016). La corriente h tampoco demostró un carácter amplificador, contrario a lo que se ha encontrado en otros núcleos talámicos o sitios cerebrales con frecuencias de resonancia similares (Steriade et al., 1990; Soltesz et al., 1991; Traub & Miles, 1991). 

En el presente estudio, la aplicación de ZD-7288, bloqueador selectivo de la corriente h, mostró una tendencia a aumentar la magnitud de la resonancia en neuronas TC. A pesar de que no fue una diferencia significativa comparado al control con presencia de todas las conductancias, este efecto es reproducido en las simulaciones de los modelos computacionales, en los que la eliminación de Ih produce un aumento del 153,4% del pico de resonancia. Para explorar los mecanismos biofísicos de este efecto atenuador de la resonancia de Ih, se modificó computacionalmente la constante lenta de activación (mh = dmh/dt) por su versión en estado estacionario (mh = mhinf), lo cual indujo una disminución del pico de impedancia. Este resultado podría ser explicado por una disminución de la resistencia de la membrana como consecuencia de convertir una corriente h, que permanece parcial y ligeramente activada durante la aplicación del protocolo ZAP a potenciales hiperpolarizados, en una corriente h mucho más activada debido a la independencia temporal de la variable de activación. Ih estaría actuando como una corriente leak constitutiva pero levemente activada  debido a su activación lenta. Modificar esta cinética de activación volviéndola instantánea, equivaldría a aumentar una corriente leak, y en consecuencia disminuir la resistencia de membrana. Consistente con esta hipótesis, se comprobó que el incremento de las corrientes leak produce un efecto similar a convertir la corriente h en una corriente que se activa de forma instanánea, como se muestra en la última figura de Resultados del Modelo (Figura 22). En consecuencia, el efecto amplificador al eliminar farmacológica o computacionalmente la corriente h en neuronas TC, estaría producido por el aumento de la resistencia de membrana. De acuerdo con la ley de Ohm, esto permite que la membrana sea más excitable y responda con desplazamientos de potencial más amplios ante el mismo estímulo de corriente (V = I x R). De todos los objetivos propuestos, únicamente no se logró poner a punto el experimento de dynamic-clamp para Ih debido a que hubo problemas con la implementación. Sin embargo, se esperaría la misma respuesta de amortiguación mediante la restitución computacional de Ih, devolviendo la resonancia a sus valores anteriores al bloqueo.  
Resumiendo entonces, la resonancia en neuronas TC de ratón resulta de la interacción de las propiedades pasivas de la membrana que generan un filtro pasa-bajo, con la inactivación lenta de la corriente T que genera un filtro pasa-alto. Esta interaccion resulta en la generación de un filtro pasa-banda a frecuencias bajas, a la temperatura en la que fueron realizados los experimentos y las simulaciones computacionales (28°C).  La corriente h no interviene en la generación de resonancia pero juega un papel modulador al disminuir la amplitud de la resonancia. Este efecto es debido al aumento de la resistencia de la membrana dada por la activación lenta de los canales iónicos que son el sustrato molecular de la corriente h. 
Las variaciones entre el rango de resonancia natural de las neuronas TC que se obtuvieron en este trabajo (entre 1 y 2 Hz) y la descrita en la bibliografía (entre 2 y 4 Hz) puede deberse a diferencias en la especie animal estudiada (Matsumoto et al., 2016), a diferencias entre núcleos dentro del mismo tálamo, o a diferencias en la temperatura, ya que disminuye la frecuencia resonadora a medida que disminuye la temperatura (Yan et al., 2012). En cuanto a esto último, se tomó la decisión de utilizar una temperatura de 28°C en los registros experimentales, contrario a lo que se esperaría utilizar para ratones, cuya temperatura corporal normal es de 37°C (Gordon, 2017), debido a que la disminución de su metabolismo permitió una mejor manipulación experimental de las neuronas, manteniendo su supervivencia ante el proceso de patch-clamp, la perfusión de bloqueadores farmacológicos e inyección de corriente. Se ha determinado que a mayores temperaturas sólo se observa un corrimiento en el rango de resonancia, sin cambios en los resultados obtenidos en cuanto al efecto de las corrientes. Debido a que tanto la activación de Ih instantánea como su activación lenta a 28°C mostró un efecto modulador, permite suponer que a 37°C no habría diferencias significativas (asimismo para los efectos de la inactivación y activación de IT). También se utilizó la misma temperatura en los modelos computacionales.
A pesar de que los modelos que se utilizaron no tienen en cuenta la compartimentalización subcelular de las conductancias, lo cual podría modificar las conclusiones obtenidas (e.g. Wei et al., 2011), se logró una muy buena representación de lo que se obtuvo experimentalmente, por lo que permitió obtener análisis claros y complementarios. En cuanto a este aspecto, estudios en curso del grupo de trabajo se están realizando para explorar computacionalmente las consecuencias de la compartimentalización de las conductancias analizadas. Para poder profundizar este trabajo y obtener resultados más robustos, especialmente para verificar la tendencia observada experimentalmente del efecto de Ih, se propone aumentar el n de los experimentos. Esto permitiría complementar los resultados obtenidos de los modelos. También se propone la eliminación farmacológica de ambas corrientes simultáneamente para demostrar la respuesta esperada de un filtro pasa-bajo; y la puesta a punto del dynamic-clamp de Ih para comprobar la restitución de la modulación luego de su bloqueo.  
Los resultados presentados en esta tesina permiten avanzar en el esclarecimiento de los mecanismos iónicos que intervienen en la generación de fenómenos de resonancia en neuronas TC, contribuyendo a una mejor comprensión de los mecanismos de generación y propagación de las oscilaciones y la sincronización en el sistema talamocortical. Esto es, a su vez, un aporte al entendimiento de los mecanismos neuronales que subyacen al estado patológico de epilepsia de ausencia. Se espera que a largo plazo el avance en el conocimiento de estos mecanismos, logrado en este trabajo, contribuya a la implementación de estrategias terapéuticas más específicas. 
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Fig. 1: Potencial de acción típico. Se pueden diferenciar 3 etapas: La despolarización,  la repolarización y la hiperpolarización. 
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Fig. 2: Circuito Talamocortical:   La conectividad entre neuronas corticales, reticulares y talamocorticales incluye estímulos excitatorios (+) e inhibitorios (−) (Steriade, 2005). 








Fig. 3: Patrones de potenciales de acción de neuronas TC en respuesta a un estímulo (corriente despolarizante) sostenido. A: tónico. B: en ráfagas.
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Fig. 4: Aporte de cada conductancia subumbral, con el potencial de membrana en reposo, como porcentaje del total de conductancia de neuronas TC. La suma algebraica de corrientes inward (colores cálidos) y corrientes outward (colores fríos) es igual a 0 (Amarillo et al., 2014).














Fig. 5: Representación de la interacción entre las 7 conductancias subumbrales y su función en controlar el potencial de membrana en reposo y la actividad oscilatoria de las neuronas TC. Las conductancias leak establecen el fondo en que las demás actúan. Las variables despolarizantes (izquierda) alejan el potencial de membrana del potencial de reversión de las leak (Eleak), mientras las variables hiperpolarizantes (derecha) contrarrestan la despolarización (Amarillo et al., 2014).





Fig. 6: Curva de activación en estado estacionario de Ih.
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Fig. 7: Actividad de los canales de calcio de tipo T: A voltajes hiperpolarizados los canales se encuentran cerrados (C). Una despolarización mínima permite la tansición al estado abierto (O), permitiendo la entrada de calcio. Puede haber una remoción de la inactivación mediante hiperpolarización, aumentando la cantidad de canales disponibles para la apertura. Una despolarización mantenida inactiva los canales (I).











Fig. 8: Curva de activación e inactivación. La superposición de las curvas da lugar a una corriente de ventana. Notar que a un potencial de membrana en reposo de una neurona típica (~ -75 mV), la mayoría de los canales están inactivos (Iftinca & Zamponi, 2009).


 








Fig. 9: Respuesta del voltaje ante una señal de entrada sinusoidal con frecuencias crecientes (estimulación ZAP) (Izhikevich et al., 2003).
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Fig. 10: La relación entre la entrada de corriente y el voltaje de salida de una neurona permite el cálculo de la impedancia como una función de frecuencia (Hutcheon & Yarom, 2000).
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Fig. 11: La resonancia es formada por la interacción de propiedades activas y pasivas de una neurona. A: Modelo que presenta sólo propiedades pasivas (filtro pasa-bajo). B: Modelo que presenta propiedades pasivas y una corriente resonadora. Para cada modelo, se muestra la respuesta del voltaje ante una estimulación ZAP y la magnitud de impedancia correspondiente a la derecha (Hutcheon & Yarom, 2000).


 








Fig. 12: Demostración de las contribuciones separadas de una corriente resonadora (filtro pasa-alto) y las propiedades pasivas (filtro pasa-bajo) de la resonancia en la impedancia  (Hutcheon & Yarom, 2000).


 








Fig. 13: Modelo que presenta amplificación, con un pico de resonancia angosto con una gran amplitud en la magnitud de impedancia (Hutcheon & Yarom, 2000).








Fig. 14: Respuestas del voltaje del modelo de neurona talámicaante un protocolo de estimulación ZAP. A: efecto de sólo la inactivación de IT. B: efecto de sólo la activación de IT. C: efecto de las propiedades pasivas de la membrana, sin IT. (Hutcheonet al., 1994). 
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Fig. 15: Diagrama esquemático de las configuraciones de patch clamp (Rubaiy, 2017).
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Fig. 16: Corte coronal de cerebro de ratón fijado, con núcleo VPM y VPL visibles (Rosen et al., 2000).
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Fig. 17: Equipo utilizado para el registro electrofisiológico de neuronas ex vivo. A: Fotografía del montaje óptico para video-microscopía. B: Diagrana del sistema para registrar neuronas. C: Fotografía de rodaja de cerebro colocada en la cámara de registros iluminada con luz infraroja. D: Esquema de la cámara de registros con rodaja de cerebro y micropipeta para parchar.
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Fig. 19: Respuesta en current-clamp de una neurona TC (izquierda) sin bloqueadores de canales iónicos presentes ante la inyección de pulsos cuadrados crecientes (derecha) desde un potencial en reposo de -60 mV durante 3 segundos (control).








Fig. 20: Formas de disparo de una neurona TC sin bloqueadores de canales iónicos presentes. A: Respuesta en current-clamp (trazo inferior) a la inyección de un pulso de corriente despolarizante de 0.06 nA (trazo superior) desde un potencial de membrana de -60 mV durante 3s. B: Respuesta en current-clamp (trazo inferior) ante la inyección de corriente hiperpolarizante de -0.15 nA (trazo superior) durante 3s. C: Magnificación de la ráfaga de rebote al final del pulso de corriente hiperpolarizante.
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Fig. 22: Respuesta en current-clamp de una neurona TC ante una inyección de pulso cuadrado de -0.15 nA desde un potencial en reposo de -60 mV durante 3 segundos: sin bloqueadores de canales iónicos presentes (trazo azul) y con 3µM TTA-P2 (trazo rosado).








Fig. 24: Respuesta en current-clamp de una neurona TC ante una inyección de pulso cuadrado de -0.15 nA desde un potencial en reposo de -60 mV durante 3 segundos: sin bloqueadores de canales iónicos presentes (trazo azul) y con inyección de 15 nS de corriente T mediante dynamic-clamp (trazo naranja).








Fig. 23: Respuesta de una neurona TC con 3µM TTA-P2 ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.
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Fig. 25: Respuesta de una neurona TC con inyección de 30 nS de corriente T mediante dynamic-clamp ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s. 
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Fig. 26: Respuesta del voltaje de una neurona TC ante un protocolo de estimulación utilizando una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) sin bloqueadores de canales iónicos presentes durante 40 s.
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Fig. 27: Respuesta en current-clamp de una neurona TC ante una inyección de pulso cuadrado de -0.1 nA desde un potencial en reposo de -62 mV durante 3 segundos: sin bloqueadores de canales iónicos presentes (trazo azul) y con 10µM ZD-7288 (trazo rosado).











Fig. 28: Respuesta de una neurona TC con 10µM ZD-7288 ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s. 
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Fig. 29: Impedancias de neuronas TC entre 0,02 y 10 Hz: con todas las conductancias presentes (trazo negro) ; con 3 µM TTA-P2 (trazo rojo) ; con 10µM ZD-7288 (trazo azul).








Fig. 30: Impedancias de neuronas TC entre 0,02 y 10 Hz: con todas las conductancias presentes (trazo negro), y con inyección de corriente T mediante dynamic-clamp (trazo rojo).
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Fig. 44: Respuesta del modelo mínimo de neurona TC con sólo IT, Ih y leaks, ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.








IT (hTinf) + Ih + leaks








Fig. 46: Respuesta del modelo mínimo de neurona TC con sólo IT, Ih y leaks, con mT instantánea, ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.
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Fig. 48: Respuesta del modelo mínimo de neurona TC con sólo IT, Ih y las conductancias de los leaks aumentadas, ante un protocolo de estimulación de una onda sinusoidal de frecuencia variable (función Zap) durante 40 s.
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Fig. 49: Impedancia del modelo mínimo de neurona TC con sólo IT, Ih y leaks entre 0,2 y 10 Hz: sin cambios en la tiempo-dependencia de m o h de las corrientes (trazo negro); con mh instantánea (trazo rojo); con mT instantánea (trazo naranja); con hT instantánea (trazo azul). 
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Fig. 50: Impedancia del modelo mínimo de neurona TC con sólo IT, Ih y leaks entre 0,02 y 10 Hz: con las conductancias de los leaks aumentadas (trazo verde); y con mh instantánea (trazo rojo).
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�El primer uso anatómico fue rastreado hasta Galeno, el “padre de la medicina” durante el Imperio Romano. Debido a la ubicación del tálamo, utilizó el término griego thalamos que designaba a la habitación central de la casa, donde estaba el lecho conyugal.





�  Cuando se observó por primera vez en neuronas centrales, se la llamó "Iq" por ser una corriente con comportamiento electrofisiológico raro ("queer").
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