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Resumen

Los ganglios basales (GB) de acuerdo al modelo clasico se encargan de facilitar
(iniciar) o inhibir (detener) los movimientos, aunque otros modelos han propuesto
que los GB podrian adicionalmente codificar informacion cinematica para controlar

el vigor (velocidad, amplitud y direccion) con el que se realizan los movimientos.

El objetivo de este proyecto es estudiar como se llevaria a cabo el control de los
parametros cinematicos en los GB, en este trabajo nos centraremos en un nucleo
especifico de los GB, el globo palido externo (GPe) el cual debido a sus conexiones
funcionales y posicién anatomica es ideal para estudiar la via indirecta de los GB. A
Su vez nos centraremos en un solo parametro cinematico, la velocidad. Para ello
modificamos un protocolo conductual para ratas que permite medir con exactitud la
posicion y tiempo de los movimientos de los animales. De manera paralela
implementamos protocolos de estimulacion optogenética y registro electrofisiolégico
con multielectrodos en animales anestesiados para evaluar como se modificaba la
actividad neuronal del GPe bajo el control optogenético. Conjuntando ambos

protocolos se estimul6 optogenéticamente el GPe en animales en libre movimiento.

Encontramos que la activacién optogenética del GPe no produce cambios en la
velocidad de los animales, pero si se ve afectado el componente temporal de los
movimientos de los animales. De manera que durante los ensayos estimulados
optogenéticamente los animales realizaban exactamente la misma secuencia de

movimientos que en los ensayos control, pero anticiparon el inicio de la secuencia.
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1. Introduccién

La capacidad de realizar movimientos con precision es una necesidad para la
sobrevivencia de los seres vivos, para la realizacion de cualquier movimiento es
necesario el control preciso de pardmetros cinéticos del movimiento como: la

amplitud, la velocidad, la fuerza y la direccion de los mismos.

Se ha observado que en patologias que implican a los ganglios basales (GB), como
las enfermedades de Parkinson o Huntington, el control de los parametros cinéticos
del movimiento se encuentra comprometido, lo que genera sintomas tales como
temblor, enlentecimiento y rigidez en los movimientos, movimientos incontrolables
(coreas), problemas con el balance y la coordinacion, que afecta severamente la
calidad de vida de quien los padece (Ho et al., 2009; Marsden, 1982; Schrag et al.,
2000).

Los GB son un grupo de nucleos subcorticales altamente interconectados, se ha
descrito que la informacién proveniente de las cortezas y el talamo transita a través
de ellos por dos vias segregadas anatomica y funcionalmente; las vias directa e
indirecta. Evidencia anatémica y funcional sustenta la propuesta clasica (Albin et al.,
1989; DelLong, 1990) que la activacion de la via directa facilita el movimiento
mientras que la activacion de la via indirecta lo inhibe. A pesar de esto, aiin estamos
lejos de entender cudl es el papel especifico de los GB durante el control del
movimiento o de los parametros cinematicos especificos del mismo, como la

velocidad, la direcciéon o la amplitud.

Con respecto a la produccién de movimientos, se ha sugerido que la activacion de
la via directa facilitaria el inicio de movimientos deseados mientras que al mismo
tiempo la via indirecta inhibiria los movimientos no deseados (DeLong, 1990). Sin
embargo, la evidencia experimental indica que la activacion de ambas vias es
necesaria durante la ejecucién de movimientos (Cui G et al., 2013). Aunado a esto,
la mayor parte de los estudios se han centrado en el cuerpo estriado, el principal
nacleo de entrada de los GB y en donde ambas vias (directa e indirecta) se
encuentran homogéneamente distribuidas en las células principales, las neuronas

espinosas medianas (NEMs). Las NEMs de ambas vias se encuentran altamente
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interconectadas mediante sinapsis colaterales e interneuronas (Taverna et al.,
2008) por lo que la activacion de una via tiene una influencia directa sobre la otra.
Esto ha hecho aun mas complejo el esclarecimiento del papel de cada una de las

vias durante la ejecucion y el control de los movimientos.

El globo pélido externo (GPe) es el primer relevo de la via indirecta, recibe
informacion principalmente de las NEMs que expresan el receptor dopaminérgico
D2y envia proyecciones GABAérgicas principalmente al ntcleo subtalamico (NST).
El modelo clasico, asi como la evidencia anatémica y electrofisiologica indican que
su activacion inhibe a las neuronas del NST, lo que a su vez resulta en el
decremento en la actividad de las neuronas de la sustancia nigra reticulata (SNr) lo
que facilitaria el movimiento. Asi mismo, podria esperarse que su inhibicion (por

activacion de las NEMs de la via indirecta) resultaria en el efecto contrario.

A pesar de que el modelo clasico predice claramente que la activacion/inactivacion
del GPe deberia facilitar/inhibir el movimiento, registros en primates no humanos
han mostrado que, en el GPe existe una representacion somatotdpica del cuerpo y
extremidades del animal (Georgopoulos et al., 1983; Hamada et al., 1990) y ademas
la actividad de neuronas individuales esta correlacionada con movimientos activos
y pasivos de las extremidades del animal, asi como con la velocidad, la direccion, o
el vigor del movimiento. Estos antecedentes muestran que el papel del GPey la via
indirecta en el control motor aun no es claro, pero sugieren que su implicacion va

mas alla de una funcion de “interruptor” del movimiento.



1. Ganglios basales

Los GB son un grupo de nucleos subcorticales del encéfalo involucrados en el
control motor, formacién de habitos, aprendizaje y memoria (Ashby et al., 2010;
Lanciego et al., 2012). Estos nucleos estdn compuestos por 1) el estriado, 2) el
globo palido externo (GPe) e interno (GPi); 3) el nlucleo subtalamico (NST), 5) la
sustancia nigra pars compacta (SNc) y reticulata (SNr) (Kandel et al., 2000).

1.1. Descripcién anatémicay tipos celulares

El estriado es el principal nacleo que recibe la informacion de entrada a los GB, en
primates esta compuesto por el nicleo caudado, el putamen, y el nlcleo acumbens
(Lanciego et al., 2012). Recibe informacién glutamatérgica principalmente de la
capa V de la corteza, asimismo del tadlamo y el tallo cerebral (Kandel et al., 2000).
Se compone de neuronas de proyeccion llamadas neuronas espinosas medianas
(NEMs ésta es la que aparece en tus abreviaturas) e interneuronas. El 95% de las
neuronas del estriado son NEMs las cuales utilizan el neurotransmisor GABA, las
neuronas restantes son interneuronas que utilizan acetilcolina o GABA como
neurotransmisor. Las NEMs proyectan al GPe, GPi y SNr, aquellas que proyectan
al GPe expresan el receptor D2 de dopamina lo que da lugar a la via indirecta (i-
NEMSs), las NEMs que proyectan directamente a los nucleos de salida (GPi/SNr)
expresan el receptor D1 dando lugar a la via directa (d-NEMs) (Lanciego et al., 2012;
Reiner, 2010).

El globo palido se divide en dos ndcleos, uno interno (GPi) y otro externo (GPe),
ambos difieren tanto en funcionalidad como conectividad. EI GPe, en los primates
se ubica medial al putamen y se separa de este por la lamina medular lateral (Iml),
la lamina medular medial separa al GPe del GPi (Figura 1B). En los roedores se ha
descrito la ubicacién del GPe medial al estriado y separado del GPi por la capsula
interna (CI), en la cual esta embebido el GPi (Figura 1A). EL GPe recibe fibras
GABAérgicas aferentes estriatales de las neuronas i-NEMs vy aferentes
glutamatérgicas del NST, ademas, recibe escasas aferencias del GPi, SNc, corteza



cerebral y del nucleo intralaminar del tAlamo. Las proyecciones del GPe van hacia
el GPi, NST vy el estriado principalmente, aunque también proyecta escasamente al
talamo, los coliculos inferiores y el nacleo tegmental pedunculopontino. ElI GPi
recibe aferencias del estriado por medio de las d-NEMs (Kita, 2007; Reiner, 2010).

Las caracteristicas del GPe se describirAan mas a fondo en su apartado.

Figura 1. Anatomia del GPe. A) Corte coronal de cerebro de rata con tincion de Nissl. B)
Corte coronal de cerebro de mono tefiido con inmunohistoquimica para mGluR4. Modificado
de Ni et al., (2018) y Bogenpohl et al. (2013).

La sustancia nigra estd compuesta de dos nucleos; la pars compacta y la pars
reticulata, ésta ultimo junto con el GPi se consideran la salida de los GB, debido a
gue son los nucleos encargados de comunicarse con las demas estructuras del
cerebro fuera de los GB como el talamo, los coliculos superiores y el nudcleo
pedunculopontino, ambos se comunican por medio de proyecciones GABAérgicas.
Por otra parte, la SNc se encuentra en la parte dorsal de la sustancia nigra, recibe
principalmente proyecciones del estriado mediante las cuales forma un asa de
retroalimentacion, también recibe proyecciones del GPe y presenta una poblacién
densa de neuronas dopaminérgicas que proyectan hacia el estriado y escasamente
al NST (Reiner, 2010).



El NST es el Unico nucleo glutamatérgico de los GB (Reiner, 2010), recibe
proyecciones inhibitorias del GPe y proyecciones excitatorias de la corteza, el
talamo y el tallo cerebral, envia informacion a ambos segmentos del globo palido y

la sustancia nigra pars reticulata (Lanciego et al., 2012).

La informacion proveniente de las cortezas y el tAlamo transita en los GB a traves
de dos vias principales de comunicacion, las cuales se conocen como la via directa
e indirecta (Figura 2). En la via directa la informacién es transportada del estriado a
los nucleos de salida (GPi/SNr), mientras que en la indirecta la informacion pasa del
estriado al GPe, quien proyecta directamente al GPiI/SNr o releva con el NST, que
también mandaré la informacion a los nucleos de salida. Existe otra via llamada la
via hiperdirecta, recibe ese nombre debido a que la informacién de la corteza va

directamente al NST y posteriormente a los nlcleos de salida.
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Figura 2. Los GB y sus principales vias de procesamiento de informacion. Las flechas
verdes representan la informacion de entrada cortical y talamica, las flechas rojas
representan las proyecciones de la via directa, las azules de la via indirecta. Los puntos
rojos y azules en el estriado representan la distribucion de las i-NEMs y d-NEMs. Modificado
de Reiner (2010).



1.2. Modelos de la funcion de los ganglios basales

A partir de observaciones realizadas en pacientes que presentaban desordenes
motores asociados a disfunciones en los GB, se observo que la sintomatologia era
altamente variable, por ejemplo, algunos desordenes mostraban movimientos
excesivos y rapidos tal como en la enfermedad de Huntington, mientras que otros
como el Parkinson se caracterizaban por presentar movimientos lentos y rigidos.
Debido al amplio espectro de sintomas que se encontrgd, se hipotetizd que las vias
directa e indirecta de los GB debian tener efectos opuestos en la conducta, debido
a las salidas opuestas que presenta cada via en los nucleos de salida (Albin et al.,
1989; DelLong, 1990).

La teoria que surgid, y actualmente se considera canonica, considera que la via
directa se encarga de facilitar la ejecucién de los movimientos mientras que la via
indirecta inhibe la ejecucion de los movimientos. La facilitacion del movimiento se
lleva a cabo mediante la inhibicion de los nucleos de salida de los GB (GPi/SNr), los
cuales envian proyecciones GABAérgicas al talamo motor, por lo que el resultado
final seria un aumento en la actividad del tdlamo y por consiguiente aumento de la
actividad locomotora. Por otro lado; la inhibiciobn de los movimientos estaria dada
por la activacién de los nucleos de salida de los GB (GPi/SNr), los cuales mediante
sus proyecciones GABAérgicas inhibirian la actividad del tAlamo, lo cual da como
resultado una disminucion en la actividad locomotora. Esta teoria de la
inhibicién/facilitacion de los movimientos fue comprobada experimentalmente
mediante estimulacion optogenética en ratones que expresaban una
canalrodopsina dependiente de Cre en células D1-Cre o D2-Cre del estriado, y
estimularon individualmente las vias directa o indirecta de los GB (Kravitz et al.,
2010). El experimento demostré que la activacion de la via indirecta producia
comportamientos parkinsonianos tales como: acinesia, bradicinesia y disminucién
de la iniciacién locomotora, mientras que la activacion de la via directa disminuia el

comportamiento de congelamiento y aumentaba la iniciacién locomotora.

De acuerdo con el modelo de inhibicion y facilitacion se postulé la teoria de

“seleccion, mantenimiento y cancelacion de acciones”, en esta se postula que las



acciones se componen de una serie de comandos motores, los cuales normalmente
se encuentran inhibidos mediante la actividad del GPe. Por lo tanto, para que algin
comando motor especifico se pueda ejecutar, el estriado debe de activarse para
inhibir al GPe, lo que detiene la inhibicion del comando motor y se permite la
iniciacion de acciones. La seleccién de acciones se realiza con la ayuda de la
actividad dopaminérgica que proyecta al estriado y le manda informacién
dependiente del resultado esperado y obtenido anteriormente (Grillner et al., 2005;
Houk, 2011).

Las dos teorias anteriores coinciden entre si, en conjunto postulan que la via
indirecta inhibe el movimiento y evita que acciones no necesarias se realicen,
mientras, que la via directa promueve la realizacion de acciones, pero también hay
investigaciones que sugieren que el control motor que realizan los GB va mas alla

de iniciar o detener el movimiento.

1.2.1. Vigor y motivacién del movimiento

Dudman y Krakauer (2016) teorizaron que, en ciertos animales los GB se encargan
principalmente del control motor simple, pero en los primates y roedores los GB han
evolucionado de forma que son necesarios para controlar otros aspectos del control
motor, como el vigor (velocidad, amplitud y frecuencia) de los movimientos
complejos. Diversas investigaciones han apoyado la teoria del papel de los GB en
el control del vigor, por ejemplo; se ha observado que la inactivacion farmacoldgica
del GPi ocasiona en monos enlentecimiento de los movimientos (Desmurget &
Turner, 2010). Por otro lado, Rueda-Orozco y Robbe (2015), demostraron que el
estriado tiene una representacion continua de parametros del vigor y contexto del
movimiento; a su vez Panigrahi et al. (2015), demostraron en roedores que la
representacion del vigor en el estriado se encuentra comprometida en un modelo
de la enfermedad de Parkinson, lo que resulta conductualmente en una disminucién

de la frecuencia de movimiento y declive en la velocidad.



A partir de la hipotesis del vigor de los movimientos Yttri y Dudman (2016)
entrenaron ratones a mover una palanca cierta distancia, posteriormente mediante
técnicas optogenéticas estimularon las células estriatales especificas de las vias
directa e indirecta, mientras, registraban el cambio en el movimiento de la palanca.
En primera instancia, estimularon cada via en el momento en que los animales
realizaban movimientos rapidos, observaron que en los ensayos subsiguientes los
animales estimulados en la via directa aumentaban la velocidad del desplazamiento
de la palanca, mientras, que los animales estimulados en la via indirecta disminuian
su velocidad, tal como se predice en el modelo clasico (Figura 3A). Sin embargo,
cuando en otro protocolo la estimulacién se aplicé durante los ensayos mas lentos,
los resultados se invirtieron, los subsiguientes ensayos a la estimulacion de la via
indirecta mostraron decremento en la velocidad del desplazamiento de la palanca
(Figura 3B), mientras, que en la via indirecta hubo aumento en la velocidad del
desplazamiento. Estos resultados demuestran que ambas vias pueden controlar el
movimiento de manera bidireccional, y las respuestas encontradas perduran en el

tiempo, aunque se detenga la estimulacién optogenética (Yttri & Dudman, 2016).

A Movimientos rapidos B Movimientos lentos
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Figura 3. La estimulacion durante movimientos rapidos o lentos produce control
bidireccional y opuesto en el control de la velocidad. A) promedio poblacional del cambio
de velocidad en funcién de los ensayos, cuando el tercio de ensayos mas rapidos fueron
estimulados, B) igual que A, pero cuando la estimulacion ocurrié en el tercio de ensayos
mas lentos. Modificado de Yttri & Dudman (2016).



2. Globo pélido externo

El estudio de las vias directa e indirecta se ha realizado principalmente en el
estriado, debido a que es la estructura de entrada a los GB, en donde el nUmero de
células que presenta cada via es equivalente. Sin embargo, estudios como el de
Taverna et al. (2008) han demostrado que ambas poblaciones neuronales
presentan colaterales que establecen conexiones tanto con las d-NEMs como con
las i-NEMs, estas udltimas con un porcentaje mayor (Figura 4), por lo que la
estimulacién de cualquier via produciria un efecto sobre ambos sistemas de
proyeccion. Por lo tanto, para el estudio de la via indirecta seria ideal investigar otra
estructura de los GB, como el GPe, ya que es el siguiente relevo de la via indirecta.

e)—, @
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Figura 4. Porcentajes de conexiones unidireccionales de las neuronas estriatales. Los
dibujos superiores representan el tipo de neurona presinaptica, las columnas representan

el tipo de neurona postsinaptica.

2.1. Tipos celulares y neuroquimica del GPe

La mayoria de las neuronas del GPe son GABAérgicas aunque también existe un
pequefio porcentaje, alrededor del 5%, de neuronas colinérgicas de proyeccion las
cuales, se encuentran posicionadas en la porcion ventromedial del GPe y proyectan

hacia la corteza cerebral (Chan et al., 2016; Reiner, 2010).



Las neuronas GABAérgicas se dividen en dos tipos diferentes, las llamadas
protopalidales, las cuales representan aproximadamente el 70% de todas las
neuronas del GPe. Estas neuronas disparan de manera tonica, frecuente e
interespaciada con pausas espontaneas (Figura 5A), en su mayoria proyectan al
NST. La mayoria de ellas (55%) expresan la proteina parvalbumina (PV) y el factor
de transcripcion NKx2.1 y algunas expresan Lhx6 (Kita, 2007). El segundo tipo es
conocido como neuronas arkypalidales, las cuales representan el 25-30% restante
de todas las neuronas del GPe. A diferencia de las neuronas Protopalidales estas
disparan irregularmente, en forma de rafaga, menos frecuentemente (Figura 5B),
proyectan al estriado dorsal, presentan el factor de transcripcion Foxp2, PPE vy
también la mayor parte de estas presentan el factor de trascripcién Npasl (Kita,
2007; Nicolas Mallet et al., 2012). Por otra parte, Cooper & Stanford (2002) han
encontrado que también existen una pequefa poblacion de interneuronas en el GPe

las cuales son positivas a calretinina.

Despierto Sueno de ondas lentas

A

Protopallidal

S—
ECoG WS/ WAy §W’r ﬂ i uh WM

1’

1ls

10 pm
B

Arkipallidal

N ,WW‘WM Y f“‘ ub |
1 Wil w Y g

Figura 5. Propiedades de neuronas identificadas como Protopalidales y Arkipalidales. A)

Registro de la actividad de una célula protopalidal cuando el animal esta despierto

(izquierda) y cuando se encuentra en suefio de ondas lentas, las imagenes de la derecha
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muestran la célula marcada con neurobiotina (Nb, roja) y co-expresando NKx2-1 (azul),
pero no FoxP2 (gris). Los recuadros pequefios en las imagenes demuestran células FoxP2
positivas y Nkx2-1 negativas. B) Célula arkipalidal, co-expresando PPe (verde) y FoxP2
(gris). Modificado de Schmidt et al. (2013).

Aproximadamente existen en la rata 46 mil neuronas en el GPe, en roedores tres
cuartos del numero total proyectan al GPi, NST, y SN, algunas de estas también
mandan colaterales hacia las interneuronas estriatales (Reiner, 2010). Los axones
de las neuronas del GPe presentan grandes botones sinapticos los cuales tienen

vesiculas circulares pequefias y enlogadas (Reiner, 2010).

En el GPe esta presente la dopamina y sus metabolitos en niveles relativamente
altos, debido a que las terminales estritales que proyectan presentan receptores

dopaminérgicos de la familia D2 (Gittis et al., 2014).

2.2. Funcién

Inicialmente se consideraba que el GPe servia para el control motor, principalmente
como un relevo de informacién del estriado al NST, debido a esto, por mucho tiempo
la investigacion de los GB dej6 a un lado al GPe. Actualmente se piensa que por
tener conexiones con la principal entrada de los GB (estriado) y las salidas
(GPi/SNr) por medio de sus proyecciones GABAérgicas (Figura 6), le confiere una
posicion privilegiada para poder modular y/o integrar la actividad de los GB (Arkadir,
2004; Elias et al., 2007; Reiner, 2010).
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Figura 6. Conexiones entre los GB. La corteza manda proyecciones glutamatérgicas al
NST (Via hiperdirecta) y al estriado, el NST manda proyecciones glutamatérgicas al GPe y
a los nucleos de salida de los GB. Por el otro lado el estriado manda proyecciones
GABAérgicas al GPe, SNc y a los nuacleos de salida. La SNc manda proyecciones
dopaminérgicas hacia el estriado, GPe y a los nlcleos de salida, por tltimo, el GPe proyecta

al estriado, NST y a los nucleos de salida. Modificada de Reiner (2010).

Diversos estudios han encontrado que el GPe participa en el control del vigor del
movimiento, entre ellos se encuentra el de Georgopoulos et al. (1983) quienes
ensefiaron a monos a realizar movimientos con el brazo siguiendo un target visual
al mismo tiempo que registraba la actividad de neuronas de varios nucleos de los
GB, el GPe modificaba su taza de disparo de acuerdo con la direccion, velocidad o
amplitud en que se realizaba el movimiento. Por medio de una tarea similar, pero
sin el target visual, Turner y Anderson (1997) encontraron que la taza de disparo
de neuronas del GPe aumentaba en algunas células y en otras disminuia

milisegundos antes del inicio del movimiento y se mantenia la taza de disparo hasta
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el término del movimiento, dependiendo de cual era la direccionalidad y amplitud
del movimiento la magnitud del incremento o decremento en la taza de disparo

cambiaba.

Otros estudios han investigado la relacion de la actividad del GPe con funciones
cognitivas como el aprendizaje, respecto a este tema Schechtman et al. (2016)
encontraron que el disparo neuronal del GPe puede predecir cambios en el
comportamiento de una tarea que se esta aprendiendo y su disparo disminuye
conforme aumentan los ensayos correctos. También se ha relacionado al GPe con
prediccion de la recompensa de los movimientos que se realizaran, esto fue
estudiado por Arkadir (2004) en una tarea visual-motora probabilistica, en esta tarea
se encontrd que las neuronas disparaban de acuerdo con la probabilidad de recibir
recompensa, en este mismo estudio se encontré que al igual como se habia
reportado en estudios previos la taza de disparo neuronal correlacionaba con la

direccionalidad del movimiento.

2.3. Patologia

El GPe en modelos de Parkinson presenta actividad sincronizada con el NST por
medio de oscilaciones en forma de rafagas de alta frecuencia. En estos modelos se
ha observado que la administracién de agonistas de dopamina, como L-DOPA, o
estimulacién cerebral profunda cesan la sincronia, debido a esto se piensa que la
actividad sincronica puede estar relacionada con el origen de sintomas que se
presentan en la enfermedad de Parkinson (Chan et al., 2011; Cruz et al., 2009; N.
Mallet et al., 2008). Otros estudios han demostrado que la aplicacién de
estimulacién eléctrica en el GPe mejora sintomas parkinsonianos como la
bradicinesia, temblores en reposo y postura (Franois et al., 2004, Vitek et al., 2004;
Yelnik et al., 2000).

Inyecciones de bicuculina en el GPe provocan hiperactividad en las neuronas del
GPe junto con aparicion de discinesia, conductas estereotipadas e hiperactividad

(Franois et al., 2004; Matsumura et al., 1995). A su vez la activacion de los
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receptores subtipo D2 del GPe provoca comportamientos estereotipados e
incremento de la actividad locomotora mientras que el bloquear estos receptores

produce acinesias y catalepsia (Gittis et al., 2014).

3. Planteamiento del problema

Los modelos de la funcién de los GB que han surgido han propuesto que los GB no
solo se encargan de aumentar o disminuir el movimiento, como clasicamente se
habia planteado, también se encargan de modificar y adaptar los parametros del
vigor del movimiento para poder realizar acciones (Dudman & Krakauer, 2016).
Diversos estudios han demostrado que existe una representacion de la
direccionalidad, amplitud y velocidad de los movimientos en los GB (Thura & Cisek,
2017). Estas evidencias demuestran que los GB estan efectivamente implicados en
el control del vigor de los movimientos, pero hasta ahora se desconoce el como se
lleva acabo el control o modulacién de los pardmetros cinéticos ni como la alteracién
de la representacion de los parametros se refleja en el desempefio de los

movimientos.

Entre los nucleos de los GB que se han asociado con los parametros cinéticos se
encuentra el GPe, el cual es el primer relevo de la via indirecta, clasicamente
relacionada con la inhibicion de los movimientos, adicionalmente posee una
representacion somatotopica de las extremidades de los animales vy
anatémicamente presenta conexiones tanto las entradas como salidas de los GB,
por lo que esta estructura probablemente esté implicada de alguna manera en el

control de pardmetros cinéticos tales como; la velocidad.

La velocidad es un parametro cinético del que poco se ha estudiado en animales,
pero no por ello menos importante, en patologias como el Parkinson o Huntington
el control de la velocidad de los movimientos se encuentra severamente
comprometido y es uno de los sintomas mas apreciables. Adicionalmente la
velocidad es un parametro relativamente facil de evaluar mientras se conozca la

posicion de los animales en el tiempo.

14



Por estas razones, nos proponemos estudiar el GPe de los GB y su papel en el

control de la velocidad.

4. Hipotesis

La hipdtesis general del proyecto es que la actividad neuronal del GPe ajusta la
velocidad de los movimientos, de manera que el incremento de la actividad neuronal
del GPe aumentaria la inhibicion sobre los nucleos de salida lo que removeria la
inhibicion de estos sobre el talamo y resultaria en aumento de la velocidad de los

movimientos (Figura 7).

5. Objetivos

El objetivo general del proyecto consta en incrementar la actividad neuronal del GPe
durante la ejecucion de una tarea, mientras se registran los cambios en el

movimiento de los animales.
Los objetivos especificos para poder llevar a cabo el general son:

1. Implementar una tarea conductual que permita la evaluacion de la velocidad
de los animales, asi como la modificacion de esta.

2. Implementar y verificar el correcto funcionamiento de un protocolo de
estimulacién optogenética que permita incrementar la actividad neuronal del
GPe en animales anestesiados.

3. Realizar el protocolo de estimulacion optogenética durante la tarea

conductual, mientras se evalllan los movimientos de los animales.
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Figura 7. Hipotesis gréfica de la activacion del GPe. Se observa el resultado de la activacion
del GPe (lineas mas gruesas indican mayor actividad y lineas difuminadas indican menor
actividad).

6. Métodos

6.1. Animales

Se utilizaron ratas adultas Long Evans, en ciclo de 12h de luz/oscuridad (las luces
se prendian a las 08:00am y se apagaban a las 20:00pm) con alimento y agua
disponibles ad libitum. Se utilizaron once ratas para el protocolo conductual y siete

para los registros electrofisioldgicos.

6.2. Procedimientos

6.2.1. Inyeccion de trazadores y virus
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Para corroborar el sitio de inyeccion en el GPe antes de realizar la administracion
de virus se inyecto el trazador anterogrado fluoro-Ruby (Dextran,
Tetramethylrhodamine, 10,000 MW, Lysine Fixable). El virus que se utilizé para la
estimulacién optogenética fue el rAAV5/CamKIIhChR2(H134R)-EYFP-WPRE-PA
12 para la expresion de “Channelrhodopsin 2”. Las coordenadas de inyeccién fueron
determinadas mediante al atlas de Paxinos y Watson (2014), fueron para el GPe (P:
-0.72; L:3; V: -5.8) y para el estriado (P:0.6; L:3.5; V: -3.5). Las cirugias se realizaron
bajo anestesia profunda con un coctel de ketamina (80 mg/kg) y xilaxina (10mg/kg)
(i.p.). Para mantener niveles 6ptimos de anestesia, cuando fue necesario se utilizd
sevoflourano (0.2 - 2%). El nivel de anestesia se determiné mediante el monitoreo
continuo de la temperatura, frecuencia respiratoria y el reflejo nociceptivo en las
patas traseras. Los animales fueron administrados con una dosis subcutanea unica
de atropina (como antiexpectorante) y gentamicina (antibiotico). La inyeccién de los
virus y trazadores se realizd con una jeringa Hamilton (Neuro-Syrnge 7001, 1uL)
acoplada a una bomba de microinyeccion (modelo WPI-UMP3). Los volimenes
utilizados fueron entre 100 y 500 nl y fueron inyectados a una velocidad de 200
nl/min. A su término, se esperd 10 minutos antes de retirar la jeringa. Al finalizar, se
tapo el trépano con pegamento, se agregd barnicina en el craneo, y se procedi6é a
suturar al animal. Después de la cirugia los animales fueron alojados en pares, el
periodo de incubacion antes de realizar los experimentos de estimulacion
optogenética fue de al menos 3 semanas, en el caso de las inyecciones con
trazadores el periodo de incubacion fue de 10 dias antes de extraer y procesar los
cerebros.

6.2.2. Registros electrofisiolégicos en animal anestesiado

Los registros electrofisiolégicos fueron realizados bajos anestesia irreversible
mediante una dosis de 1.1 g/kg de uretano. Mediante este protocolo de anestesia
es posible registrar respuestas somatosensoriales evocadas en las cortezas
sensoriales primarias y los ganglios basales. La dosis final se aplicé en tres

inyecciones i.p separadas por 30 minutos cada una. Al igual que en las cirugias para
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la inyeccion de virus, la temperatura, respiracion y reflejos se monitoreaban
constantemente durante todo el experimento, en caso de ser necesario se
administraban dosis suplementarias de ketamina. Cuando la rata dejo de presentar
reflejos, se montd en el aparato estereotaxico. Se limpié el craneo, y se nivelo la
altura del eje anterior-posterior mediante la medicién de lambda y bregma en el eje
vertical. Se hicieron dos trépanos en el craneo para introducir dos tornillos miniatura
gue sirvieron como tierra y referencia. Para los registros en el GPe los tornillos se
colocaron sobre el cerebelo y para los registros en la SNr los tornillos se colocaron
uno sobre el cerebelo y otro sobre la corteza parietal, en el hemisferio contralateral
a la craneotomia. Se realiz6 una craneotomia de 2.2 x 1.4 mm2 para el GPe con
centro en AP:0.2 y L:3.7. Para SNr fue de 2 x 2.3 con centro en AP: -5.6 y L: 2.4.
Después, se retird la dura madre. Posteriormente, se introdujo un arreglo de
microelectrodos de 64 canales (silicon probe) posicionada coronalmente (64-Busaki
Long Probe) a la superficie del cerebro. El microarreglo se movié lentamente hasta
llegar al sitio de registro deseado (i.e. GPe, SNr) Al terminar los registros de
potenciales de accion, los animales fueron perfundidos y sus cerebros extraidos

para procesamiento y analisis histoldgicos.

6.2.3. Estimulacion optogenética

Para estimular optogenéticamente, se utilizé una fibra 6ptica de 200 micras de
diametro y 8 mm de largo, introducida en el trépano realizado anteriormente para la
infeccién del virus. La canalrodopsina se estimulé con luz LED de una longitud de
onda de 465nm a 26 mW. Se utilizaron dos protocolos de estimulacion que variaron
un poco mientras experimentabamos con cual era mas eficiente. En el primero, se
aplicaron 50 estimulos de 500ms de duracién, en intervalos de 5s entre cada
estimulo, este protocolo no cambio a lo largo de los experimentos. En el segundo
protocolo, se aplicaron 50 trenes de 10 estimulos a 3.3Hz, cada estimulo tenia una
duraciéon de 5ms, finalmente se disminuyd el nimero de estimulos en cada tren de

10 a 5 y se modificaron las duraciones de los estimulos de 5 a 50 ms.

18



6.2.4. Implantacion de fibras 6pticas

Para la implantacién de fibras 6pticas en animales entrenados se siguio el protocolo
de anestesia e inyeccion de virus mencionado anteriormente. Estas cirugias fueron
realizadas después de al menos 5 meses de entrenamiento en la tarea de
integracion velocidad-tiempo-espacio (ver mas adelante). En la misma cirugia se
realizaron infecciones bilaterales del GPe e implantes bilaterales de fibras épticas.
El volumen de las inyecciones fue 800 nl para cada GPe (AP:0.2 y L:3.7) a una
velocidad de 200 nl/min. Una vez realizada la inyeccion se introdujeron fibras épticas
de 0.8 milimetros de longitud y 200 um de diametro en el GPe (AP:0.2 y L:3.5). Las
fibras fueron fijadas al craneo de los animales mediante cemento dental y 4 tornillos
de soporte. Al finalizar los procedimientos quirdrgicos se aplicaron tratamientos
antibioticos y analgésicos locales y sistémicos. Después de la cirugia los animales
fueron alojados individualmente, el periodo de incubacion antes de realizar los

experimentos de estimulacion optogenética fue de al menos 4 semanas.

6.2.5. Histologia

Para la histologia, se rebanaron los cerebros con un Vibratomo Leica VTS1200 y se
realizaron a 60 mm/s, 80 mm de amplitud y a 50 micras. Las rebanadas se montaron
posteriormente en portaobjetos gelatinizados y se cubrieron. Las laminillas se

inspeccionaron en un microscopio de fluorescencia.

6.2.6. Protocolo conductual

En este proyecto utilizamos la tarea para ratas disefiada en Rueda-Orozco y Robbe
(2015). En este protocolo conductual, que desde ahora llamaremos “de integracion
velocidad-tiempo-espacio” (Figura 8), los animales deben obtener reforzadores
mediante la ejecucion de una secuencia de movimientos estereotipada en un
contexto espacio-temporal preciso. Un video con el protocolo conductual puede
observarse en la siguiente direccién electrdnica:

https://www.youtube.com/watch?v=x9KPIK6rOAg. Decidimos utilizar esta tarea
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debido a que el protocolo puede ser modificado para que los sujetos ajusten su
velocidad de ejecucion dependiendo de la dinamica experimental. En la version
original los sujetos son entrenados a correr en una caminadora a una velocidad fija
(eg. 22 cm/s). Cada ensayo inicia con el encendido de las luces generales, seguido
un segundo después, por la activacion de la caminadora. Para obtener un
reforzador, los sujetos deben de evitar la parte frontal de la caminadora (zona de
reforzamiento) por al menos 7 segundos, si después de este intervalo los sujetos
cruzan a la zona de reforzamiento, la caminadora se detiene y se entrega una gota
de agua azucarada (10%). Por el contrario, si los sujetos entran en la zona de
reforzamiento antes de 7 segundos, el ensayo se considera un error, los sujetos
deben continuar corriendo hasta 20 segundos y no se entrega reforzador. Los
ensayos incorrectos son sefialados con un estimulo auditivo a 1.5 kHz (65dB). Esta
tarea fue disefiada de forma que fuera posible cuantificar los diversos parametros
cinematicos del movimiento; tales como velocidad, posicion espacial, aceleracion

etc.

Las ratas fueron entrenadas diariamente, casa sesion tenia una duracion variable,
el nUmero de ensayos por sesion vario entre 40 (aprox. 30 min.) a 160 (aprox. 120
min.). El nimero de ensayos depende directamente del desempefio del animal, y
las sesiones pueden terminar por alguno de los siguientes 3 criterios: 1) durante
todo momento se evalla el porcentaje de respuestas correctas en los ultimos 40
ensayos, si se supera el 75% la sesion se detiene, hemos observado que de esta
manera los animales estan mas motivados a realizar la tarea correctamente desde
el inicio de la sesion. 2) al alcanzar 60 reforzadores y 3) al alcanzar 160 ensayos sin
importar si son incorrectos. Normalmente todos los animales tardan entre 35 y 50

sesiones en alcanzar porcentajes mayores al 75% de respuestas correctas.
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Figura 8. Tarea conductual de la caminadora. En A) Se muestra esquematizado el aparato

conductual, B) descripcién de la tarea (Modificado de Rueda-Orozco & Robbe, 2015).

Después de 50 sesiones, cuando la conducta de los animales es estable, se
modifico la velocidad en que los animales corren a 26 cm/s durante 15 a 20 sesiones
dependiendo del desempefio, nuevamente se cambio6 la velocidad a 30 cm/s, el
cambio era a una velocidad mayor a la que antes realizaba correctamente. Cuando
algun animal presentaba dificultades en realizar la tarea en alguna velocidad se
cambiaba a una velocidad méas baja y después de algunas sesiones se intentaba
incrementar la velocidad nuevamente. Estos cambios se hicieron con el objetivo de
gue las ratas se habituaran a correr a diferentes velocidades. Al finalizar, a partir de
la dltima velocidad que se les presento a los animales (VB) se seleccionaron tres
velocidades mas lentas (V1-V3) y tres mas rapidas (V4-V6), de manera que se
reunieron siete velocidades (Figura 9). En las siguientes sesiones estas velocidades
se presentaron de forma aleatoria (todas con la misma probabilidad de ocurrencia)
de ensayo a ensayo. De esta manera, los animales no pudieran predecir cudl iba a
ser la velocidad de cada ensayo, asi pudimos evaluar el desemperio de los animales

cuando se requeria realizar un ajuste en la velocidad de sus movimientos.
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Figura 9. Linea de tiempo del protocolo conductual.

7.2.7 Estimulacién en animales en libre movimiento

Previamente a la estimulacién se habitué a los animales a estar conectados al
estimulador mediante las fibras Opticas. Para ello durante una semana se
conectaron los animales al estimulador mientras realizaban la tarea, pero no se
aplicé ningun protocolo de estimulacién. Después de la habituacion, los animales
se estimularon con luz azul a 5-9 mW continuamente, la estimulacion iniciaba
cuando el animal llegaba a la parte trasera de la caminadora y terminaba en el
momento que cruzaba el haz del fotodetector, esto se realiz6 para estimular a los
animales Unicamente cuando estuvieran moviéndose activamente en la
caminadora. Este protocolo se aplicé durante siete sesiones, durante las cuales se
obtuvieron entre 80 y 120 ensayos de cada velocidad estimulada y de igual manera

no estimulados.

6.3. Aparatos

Para la realizacion del protocolo conductual se utiliz6 una caminadora para
humanos que fue modificada para el uso de ratas, sus medidas se modificaron de
manera que fueran iguales a las del articulo original (longitud de 80 cm., ancho de
14 cm., paredes de acrilico de 50 cm. de alto). La caminadora se controla por medio
de un programa hecho en el laboratorio creado en el lenguaje de programacion de
LabVIEW, National Instruments. Para registrar las trayectorias de cada ensayo se

utiliza una camara de alta velocidad (100 cuadros por segundo). Los reforzadores
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se entregaban mediante un bebedero situado en la pared frontal de la zona de

reforzamiento, un fotodetector acoplado a un laser delimita el &rea de reforzamiento.

7. Resultados

Inicialmente se verificd que los animales aprendieran la tarea correctamente y los
datos de la curva de aprendizaje fueran consistentes a los ya reportados en el
articulo original (Rueda-Orozco & Robbe, 2015), por lo que se grafico el tiempo de
llegada en nueve sujetos. Al igual que como fue reportado, las ratas inicialmente
presentaron un promedio de llegada por debajo de 7 segundos y con alta
variabilidad. Conforme aumentaron las sesiones de entrenamiento la variabilidad
disminuyd y el tiempo de llegada se aproximé y quedd por encima del tiempo meta
con bastante exactitud. A diferencia de como fue reportado originalmente, nuestras
ratas requirieron menos sesiones para alcanzar el tiempo meta (20 sesiones
aproximadamente) (Figura 10). Después de aprender la tarea todos los animales
desarrollaron un patrén de conducta muy estereotipado, el cual puede dividirse en
4 fases: 1) al principio de los ensayos el animal usualmente se encuentra en la parte
delantera de la caminadora (Figura 11 A-1), 2) cuando la caminadora empieza a
moverse el animal se deja llevar hacia la parte trasera de la misma (Figura 11 A-2),
3) al llegar a la parte trasera los animales mantienen su posicién espacial corriendo
a la velocidad de la caminadora (Figura 11 A-3) y 4) Finalmente, los animales
realizan una aceleracion final que los conduce a cruzar a la zona de reforzamiento
(Figura 11 A-4). Esta conducta se puede observar en forma grafica en las
trayectorias del movimiento de las ratas durante todos los ensayos (Figura 11 D y
C) y fue virtualmente idéntica a la conducta expresada por los animales reportados

anteriormente.
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Figura 10. Tiempos de entrada a la zona de paro. A) Tiempos de entrada a la zona meta
registrados en las primeras 50 sesiones de una rata representativa (mediana + primer y
tercer cuartiles). B) Tiempos de entrada de una rata representativa registrados en el articulo
original de la tarea representativa (mediana + primer y tercer cuartiles), tomado de Rueda-
Orozco y Robbe (2015). C) Tiempos de entrada de todas las ratas entrenadas

representativa (mediana * primer y tercer cuartiles).
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Figura 11. Secuencia estereotipada de la conducta y sus trayectorias. A) 1-4 Componentes
de la conducta de los animales al realizar la secuencia de movimientos. Los ensayos inician
con el animal al frente de la caminadora, (1) los animales se dejan llevar hasta la parte
trasera de la caminadora por el movimiento natural de la banda (2); al llegar a la parte
trasera mantienen su posicion espacial corriendo a la velocidad de la banda (3) para
finalmente ejecutar una aceleracién controlada y llegar a la zona de reforzamiento (4). Los
puntos verdes sobre la trayectoria representan la posicion del animal en ese momento de
la secuencia de movimientos. B) Trayectorias del movimiento de una rata en una sola sesion
alineadas al inicio de los ensayos, las lineas en rojo representan los ensayos incorrectos y
en negro los correctos, en C) se representan las mismas trayectorias (solo ensayos
correctos), pero alineadas al final de la secuencia de movimientos. Observe la alta similitud

de las trayectorias, indicativo de alto nivel de estereotipicidad.

Durante las primeras 50 sesiones los animales fueron entrenados con la caminadora

moviéndose a una velocidad fija de 22 cm/s, una vez que los animales presentaron
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una conducta estable se realizaron dos aumentos de velocidad constante a través
de las sesiones. El primer cambio fue realizado después de la sesion 50 de
entrenamiento, y fue de 22 cm/s a 26 cm/s. Esta velocidad se mantuvo constante
entre 20 y 30 sesiones (91 = 41 ensayos) después de las cuales se realizo el
segundo cambio, de 26 cm/s a 30 cm/s. Algunos animales se rehusaron a correr a
la velocidad mas alta por lo que la velocidad se cambié a una menor en la que

realizara la tarea correctamente (e.g. 29 cm/s).

Encontramos que a pesar de los cambios de velocidad las ratas eran capaces de
adaptar su conducta practicamente de forma inmediata durante los primeros
ensayos de la primera sesion después del cambio, y mantenian esta conducta
estable en todas las sesiones subsiguientes. Esto se puede observar en los tiempos
de llegada desplegados en la Figura 12A y B. En este caso el incremento en la
velocidad disminuyo ligeramente los tiempos de llegada, en promedio menos de 500
ms (Figura 12A), a pesar de esto los tiempos se mantuvieron por encima del tiempo
meta (Figura 12B). Por esta razon, a pesar del cambio de velocidad, los sujetos

mantuvieron el mismo porcentaje de respuestas correctas por sesion.

La variabilidad en los tiempos de llegada tampoco sufri6 cambios significativos
después del cambio de velocidad, como lo indica el estimado de los intervalos
intercuartil (Figura 12C), o la varianza (Figura 12D), esta ultima si mostr6 una

disminucion significativa en el ultimo bloque.
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Figura 12. Conducta en diferentes velocidades constantes. En A) se observa en boxplots el
tiempo de llegada normalizado de cinco dias individuales después de los cambios de
velocidad, en comparacion con los ultimos cinco dias agrupados de la LB. En B) se grafica
el tiempo de llegada sin normalizar de los primeros cinco dias después del cambio de
velocidad agrupados y la LB. En C), D) y E) se grafica el rango intecuartilico, la varianza y
el tiempo de llegada respectivamente, en las graficas de la izquierda se observan los
animales individuales en los 5 primeros ensayos de cada velocidad, mientras que en las
gréficas de la derecha se grafican las mismas variables, pero en boxplots por grupos de

cada velocidad. Los asteriscos representan diferencias significativas (P<0.05).

27



Todos juntos, estos primeros resultados indican que cuando se realiza un cambio
en la velocidad los sujetos son capaces de adaptar rapidamente su conducta para
mantener la eficiencia. Es de llamar la atencidon que los cambios en la velocidad de
la caminador produjeron Unicamente ligeros cambios en la variabilidad de la
conducta y cambios en los tiempos de llegada en el rango de las decenas de

milisegundos.

Los cambios realizados indican que los sujetos son capaces de adaptarse
rapidamente, sin embargo, debido a que la velocidad se mantiene constante a lo
largo de varias sesiones después del cambio, lo mas probable es que los animales
puedan predecir que las condiciones de velocidad seran constantes, lo cual
descarta esta version de la tarea para evaluar ajustes dinamicos en la velocidad,
por ejemplo, de un ensayo a otro. Para evaluar esto, realizamos modificaciones en
la velocidad de la caminadora de forma aleatoria y de ensayo a ensayo (ver
métodos). De esta manera los sujetos no podrian predecir si el siguiente ensayo
seria a un ensayo “rapido” o “lento” y por lo tanto deberian ajustar su velocidad
ensayo tras ensayo. Para esto recolectamos ensayos a diferentes velocidades en
varias sesiones diferentes para cada animal, el objetivo fue colectar al menos 300
ensayos para cada velocidad, por lo que en promedio colectamos informacion en
por lo menos 20 sesiones para cada animal. Los datos fueron agrupados por
velocidad sin importar la sesién en la que fueron colectados. Se graficé el tiempo
de entrada de cada animal para todas las velocidades utilizadas.
Sorprendentemente los cambios aleatorios de velocidad produjeron resultados
similares a los obtenidos con el protocolo anterior. Encontramos que las ratas
fueron capaces de adaptarse eficientemente a los cambios aleatorios de velocidad,
con respecto a los tiempos de llegada, los nueve animales mantuvieron tiempos de
llegada iguales en todas las velocidades (sin diferencias significativas; Figura 13A-
). A pesar de esto, también pudo observarse una ligera tendencia a tiempos de
entrada mas largos en los ensayos mas rapidos (Figura 13J). Esta tendencia
también se vio reflejada en el porcentaje de respuestas correctas calculado para

cada velocidad (Figura 13K). De manera interesante, con excepcion de un animal,
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la variabilidad en los tiempos de entrada no sufrié6 cambios importantes en ninguna
velocidad (Figura 13L).

Al igual que en el protocolo anterior, los cambios y variabilidad en los tiempos de
entrada dependiendo de la velocidad nunca fueron mayores a 500ms, indicando
gue una vez que la secuencia de movimientos ha sido sobre-entrenada los animales
son muy eficientes para ajustar la velocidad ante cambios permanentes o subitos.
La siguiente pregunta que nos planteamos fue, ¢ cual es la variable que los animales
modifican para ajustar el tiempo de llegada? Debido a que todos los animales
presentan una secuencia de movimientos estereotipada con etapas bien definidas
(Figura 11), fue posible evaluar si los ajustes fueron el resultado de un cambio en la
aceleracion final (Figura 11A4) o en un paradmetro temporal, como en el tiempo de

espera en la parte posterior de la caminadora (Figura 11A-3).
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Figura 13. Conducta de los ensayos de cada velocidad aleatoria. De A) a I) se grafica el
tiempo de entrada de todas las ratas individuales de acuerdo a las velocidades aleatorias
en boxplots, las medias estan marcadas por la linea. En J), K) y L) se grafica el tiempo de
entrada, porcentaje de ensayos correctos y varianza respectivamente, de acuerdo a las
velocidades aleatorias de todas las ratas, cada linea representa un animal diferente. En el

anexo 1 se encuentran los valores P de las gréficas A-l.

Para evaluar estas posibilidades, analizamos las trayectorias de todos los ensayos
a cada una de las velocidades (Figura 14). Al realizar una inspeccién visual de las
gréficas, notamos que los animales pasaban siempre por el mismo lugar y siempre
en el mismo momento a pesar de los cambios de velocidad. La ausencia de

variabilidad en las trayectorias indica que el componente temporal de la ejecucion
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se mantiene estable en todas las fases de la secuencia de movimientos cuando el
animal corre a diferentes velocidades. Este resultado solo podria explicarse por un
ajuste en la velocidad, debido a que la primera fase es un desplazamiento pasivo
(Figura 11A-2) automéaticamente descarta un ajuste de la velocidad por parte del
animal. Por otro lado, durante la etapa de mantenimiento en la parte trasera de la
caminadora (Figura 11A-3), el animal realiza un ajuste a la velocidad a la que se
mueve la caminadora, de otra manera seria imposible mantener la posicion
espacial. Finalmente, existe un ajuste final a la velocidad en la etapa de aceleracion
final, en este caso la Unica opcién para que las trayectorias se sobrelapen es que el
animal realice una aceleracién directamente proporcional al cambio de velocidad de
la caminadora. Para corroborar si efectivamente esta era la estrategia que
utilizaban, se grafico el cambio de las velocidades y posicibn normalizadas de
acuerdo a la velocidad base (Figura 15). Se encontré6 que, efectivamente, la
velocidad de los animales aumenta conforme la velocidad de los ensayos aumenta

mientras que la posicion de la rata se mantiene constante.

En conclusién, nuestros datos indican que los animales hacen un ajuste en la
aceleracion final dependiendo del cambio de velocidad impuesta por la caminadora
para mantener el patrén de conducta estereotipado espacial y temporalmente. Para
analizar el papel del globo palido externo en esta conducta realizamos las

manipulaciones optogenéticas que se describen en las siguientes secciones.
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Figura 14. Trayectorias representativas de los animales en la tarea de velocidades
aleatorias. En las gréficas de la izquierda el eje de las y representa la posicion de la rata
con respecto a la caminadora (en cm.), la linea sombreada roja representa la zona de paro,
las trayectorias estan alineadas de acuerdo al inicio del ensayo, nétese que la rata inicia en
la parte delantera de la caminadora y después se deja llevar hacia atras, debido a ello se
considera que ese segmento de la trayectoria es movimiento pasivo. En las gréaficas de la
derecha el eje de las y representa la velocidad de la trayectoria las cuales fueron alineadas

de acuerdo a ésta. Los trayectos de todas las ratas se pueden observar en el Anexo 2.
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Figura 15. Relacién de la velocidad y el patron espacio-temporal. Se grafica el cambio de
las velocidades (en azul) normalizadas a la velocidad base y en amarillo se grafica el cambio
de la posicion de la caminadora en los ensayos. No se tomé en cuenta el desplazamiento

pasivo que realiza la rata al inicio del ensayo.

7.1. Resultados de los registros electrofisiolégicos

El GPe en ratas es una estructura relativamente pequefia (aprox. 1 mm3), por lo que
antes de iniciar con los experimentos de infeccion y registros electrofisiologicos,
realizamos algunas pruebas para aseguramos de las mejores coordenadas
estereotaxicas. Para esto inyectamos un trazador anterégrado (fluoro-Ruby) (Figura
16). Gracias a estas inyecciones pudimos determinar qué voliumenes de 1 microL
en las siguientes coordenadas produjeron un buen marcaje en el GPe y sus fibras

hacia la SNr.
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Figura 16. Inyeccion del trazador fluoro-Ruby en el GPe. Se muestran las proyecciones del
GPe en la SNr.

Posteriormente se realizaron las infecciones y registros electrofisiolégicos con el
objetivo de modificar la actividad neuronal del GPe. Para ello se selecciond un
nacleo que proyectara al GPe, el estriado dorsolateral, y otro nucleo que recibiera
proyecciones del GPe, la SNr. Se establecieron tres experimentos diferentes con

estos nucleos:

1) Infeccion y estimulacion en el estriado con registro en el GPe
2) Infeccidn, estimulacion y registro en el GPe

3) Infeccidn, estimulacion y registro en la SNr.

En la figura 17 se muestran los resultados histolégicos que confirman que nuestras
infecciones produjeron la expresion de opsinas en el GPe. También pueden
observarse las terminales de estas células infectadas en las regiones de proyeccion
del GPe. Finalmente, se muestra un ejemplo del tracto de los electrodos para
registro en el GPe de un animal registrado.
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Figura 17. Expresién de la infeccibn de canalrodopsina. En A se observa en verde la
expresion de canalrodopsina en el GPe junto con el sitio de registro de la silicon probe en

rojo. En B se observan las proyecciones del GPe a la SNry en C hacia el NST.

En la Figura 18 se muestran los resultados de los registros electrofisiol6gicos con
estimulacién de canalrodopsina 2. En el experimento de estimulacion del GPe y
registro de la SNr se registraron 145 células de las cuales el 62% respondi6é ante la
estimulacién. Pudo observarse que al momento de aplicar la estimulacién, ya sea
continua o en trenes, la actividad de la SNr disminuye claramente, de manera que
practicamente toda la actividad desaparece (Figura 18 A-C). Cuando se estimulo el
estriado y se registré el GPe se registraron 200 células de las cuales el 68%
respondio, la actividad que se registré disminuyé en ambos protocolos, aunque en
la estimulacion continua en un inicio practicamente desaparece toda la actividad y
conforme la estimulacion continla aumenta la actividad (Figura 18 D - F). Por altimo,
en la estimulacion del GPe y registro en el mismo se registraron 162 células de las
cuales el 82% respondio, y se observé aumento en la actividad siempre que se

estimulaba sin importar el protocolo (Figura 18 G - H).
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Figura 18. Graficas rasters de la actividad multiunitaria, junto con la representacion grafica
del experimento. A), B), D), E) y G) Son graficas de los potenciales de accion registrados a
lo largo de las sesiones de los protocolos, las barras azules indican estimulacion
optogenética durante ese periodo. C), F) y H) Son representaciones de la ubicacion en
cortes coronales donde la fibra y la silicon probe fueron posicionadas, a su vez se muestra
un corte sagital para demostrar cémo se posicionaron ambas. Nétese que debido a la
cercania de los sitios de infeccién y registro en los experimentos F) y H) se tuvo que meter
la silicon probe de manera angulada (25° y 15° respectivamente).
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8.2 Estimulacion optogenética del GPe durante la ejecucidon de la conducta

Una vez que se corroboro que los modelos conductual y optogenético eran viables,
seleccionamos a dos ratas expertas en la tarea (> 100 sesiones de entrenamiento,
> 25, 000 ensayos). Estos animales fueron infectados bilateralmente en el GPe con
los mismos virus y se les implantaron fibras Opticas dirigidas al mismo nucleo.
Después de su periodo de recuperacion (10 dias) e incubacion y re-habituacion (20
dias), los animales fueron estimulados optogenéticamente mientras realizaban la
tarea. En cada sesion se seleccionaron aleatoriamente 50% de los ensayos para
ser estimulados. La estimulacién fue continua y se aplicé desde el momento que los
animales llegaban a la parte trasera de la caminadora y se continué hasta el final de
la secuencia de movimientos, esto con el objetivo de estimular inicamente cuando
la rata se movia de manera activa (Figura 19A). En los ensayos en los que el animal
cometia errores, la estimulacion Optica se detenia cuando el animal ingresaba por

primera vez en la zona meta.

Al comparar el promedio de las trayectorias estimuladas con las no estimuladas
(Figura 19B) se pueden observar dos diferencias fundamentales, 1) en los ensayos
estimulados los animales pasan mas tiempo en la parte trasera de la caminadora, y
2) la dltima fase de la secuencia — la aceleracion final (Figura 11A-4) — es
virtualmente idéntica en ambos tipos de ensayos (Figura 19B). Para confirmar estas
observaciones, primero cuantificamos las diferencias absolutas entre las
trayectorias producidas en cada ensayo a diferentes velocidades y comparamos
estos resultados con el promedio de las trayectorias producidas en los ensayos a la
velocidad basal. De esta manera, si una trayectoria es muy diferente a la trayectoria
basal la diferencia entre ambas sera diferente a 1, para los ensayos donde las
trayectorias sean mas cortas los valores estaran por debajo de 1, mientras que en
las trayectorias mas largas los valores estaran por encima de 1. En ambos animales,
las trayectorias con el componente de la posicidbn producidas en ensayos
estimulados fueron siempre mayores a las trayectorias basales (Figura 19 Ci, Ciii).
En comparacion, el componente de la velocidad no se vio afectado por la
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estimulacién, los animales fueron capaces de compensar todos los cambios de
velocidad (Figura 19 Cii, Civ).

En conjunto, los experimentos de estimulacion optogenética en GPe muestran que
la activacion de este nucleo durante la ejecucion de ajustes a la velocidad afecta
principalmente el momento en que los animales comienzan a ejecutar la ultima fase
de la secuencia de movimientos (pasan mas tiempo en la parte trasera de la
caminadora), pero una vez que esta fase ha comenzado los parametros cinematicos
de la misma no cambian. Estos datos sugieren que la via indirecta estaria implicada
en el momento en que los animales inician la ultima aceleracion de la secuencia de

movimientos, pero no en el control momento a momento de la misma.

38



pe
Q
+

— o

£ -

=

c

O

=

7]

£
po)
Q
—
Q
N

V1 V2 V3 VB v4 V5 Vo6

Rata 1 Rata 2
M m
216 81 =16 S12 )
By ] t'é IN-1T 1.4 4 tﬁ j
Ei1z2i B, i g g1 %—_é—'#é — E12 E[E[BTRIE B2 tﬁ—_?q(}):ﬁ :1_
=] LY = = o =
c1 E‘é* M 208 c 1 H 2osiff | 7
Bo.8{] | £ 208 k=
206 206 206 Sos .
= .. e T a — T T = e ' e =] — T
S VIVZVIVBVAVSVE T VIVZVIVBVAVSVE S VIVZVIVBVAVSVE T V1 W2 V3 VB V4 V5 V6

Velocidades

Figura 19. La manipulacion optogenética del GPe afecta el componente temporal pero no
la velocidad. En A) se representa graficamente el protocolo de estimualcion utilizado
(izquierda) y el lugar en el que se estimuldé e implanto la fibra (derecha), en azul se
representa la estimulacion optogenética con luz azul. En B) se muestra el promedio de
todas las trayectorias correspondientes a cada velocidad, para cada animal, en azul se
muestran los ensayos estimulados y en gris los no estimulados. En C) se grafica para
ambas ratas el cambio de las velocidades normalizadas a la velocidad base y el cambio de
la posicion normalizado a la posicién de la velocidad base, tanto para ensayos estimulados

(azul) como no estimulados (gris).
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9. Discusiony conclusiones

El aprendizaje de la tarea de integracion velocidad-tiempo-espacio es evidente y las
ratas aprenden la tarea de manera precisa, una vez aprendida la tarea
correctamente las ratas llegan con gran exactitud a la zona de reforzamiento (Figura
10C), con milisegundos de diferencia al tiempo meta. Los cambios a velocidades
constantes no impiden a las ratas realizar la tarea correctamente y su adaptacion a
ellos fue rapida, se puede observar que desde el primer dia de cambio la mayoria
de las ratas se adaptan (Figura 12A) e incluso conforme pasan las sesiones va
disminuyendo la variabilidad de su conducta, lo que indica que se vuelven mas

expertas en la tarea (Figura 12D).

Por otro lado, se observa que aunque las ratas realizan correctamente la tarea, su
percepcion del tiempo se altera sutiimente, esto se puede apreciar en el protocolo
de velocidades aleatorias, en el cual se observa de manera clara una relacion entre
el aumento del tiempo de llegada y velocidad (Figura 13), lo cual muestra que las
ratas tienden a sobreestimar el tiempo de llegada conforme aumenta la velocidad,
estos resultados concuerdan con una teoria que se ha propuesto respecto a los
pardmetros cinéticos de los GB, la cual se ha referido como “Compensacion de la
velocidad y precision”, Thuray Cisek (2017) con respecto a esta teoria demostraron,
en monos, que en tareas en las cuales es necesario tomar una decision rapidamente
la precision de la conducta disminuye mientras que cuando hay mayor tiempo de
deliberacion para realizar la conducta ésta se vuelve mas precisa, de manera
similar en nuestros resultados se observo que, conforme la velocidad aumenta las
ratas pierden precisién en el desempefio de la tarea y sobreestiman el tiempo de
llegada. Con respecto a este mismo protocolo, los resultados de las graficas
normalizadas a la velocidad base demuestran que las ratas ajustan su velocidad
para poder seguir una trayectoria espacial practicamente idéntica (Figura 14), las
trayectorias que no se ajustaban perfectamente con las demas eran velocidades
altas, las cuales se aproximaban a velocidades en las que algunos animales se
rehusaban a correr, posiblemente debido a su similitud con las velocidades que se

les dificultaban podria ser una explicacion del porqué estas trayectorias difieren de
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las demas. De acuerdo a los resultados expuestos en la Figura 15, una vez que los
animales han desarrollado un patrén conductual estereotipado sobre-entrenado, y
los sujetos son sometidos a cambios impredecibles de la velocidad de la
caminadora, estos tienden a ajustar su velocidad de tal manera que el patrén
espacio-temporal de la secuencia de movimientos se mantiene practicamente sin

cambios en las diferentes velocidades.

En general, estos resultados indican que la tarea conductual es eficiente para
evaluar cambios espaciotemporales, la cuasi perfeccion que muestran la mayoria
de las ratas en sus trayectorias permite distinguir claramente los efectos de una
disrupcion en la representacion temporal o espacial de las ratas, el desplazamiento
de las curvas de las trayectorias del movimiento sirve como un indicador para

averiguar qué componente del movimiento se ve afectado.

Para poder modificar la actividad del nticleo GPe, en este proyecto nos propusimos
adicionalmente y de manera paralela al modelo conductual establecer un protocolo
de estimulacion optogenética en animal anestesiado. La estimulacién realizada en
animales a quienes se les expreso el receptor canalrodopsina, en el GPe y estriado,
provocdé aumento del disparo neuronal tanto para el protocolo de estimulacion
continua (Figura 18 A,D,G), como en el de estimulacion en trenes (Figura 18 B,C,G),
esto significa que es posible inhibir de manera indirecta la actividad neuronal del
GPe mediante sus proyecciones estritales y aumentar la actividad neuronal del GPe
al estimularlo directamente, a su vez la estimulacién del GPe tal como se ha descrito
mediante sus proyecciones gabaergicas inhibe la actividad neuronal del nacleo de
salida, la SNr (Figura 18 Ay B).

Por altimo, la estimulacién en libre movimiento concluyo que la activacion del GPe
no afecta la velocidad del movimiento de los animales, debido a que no hay
diferencias con el ajuste de la velocidad en la trayectoria final, sin embargo, en los
ensayos estimulados se modifica el tiempo de iniciacion de la secuencia de
movimientos; se observé que los animales seguian realizando la misma secuencia
estereotipada de movimientos, pero los animales iniciaban la secuencia antes que

los ensayos control, por ende al graficar las diferencias de la posicion y velocidad
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normalizadas se aprecian diferencias en la posicion pero las velocidades muestran

una linea continua.

Estos resultados van de acuerdo con la teoria clasica de la facilitacion e inhibicion
motora de los GB, de acuerdo a la cual la activacion de la via directa aumentaria la
actividad del GPe lo cual resultaria en la iniciacion y aumento de los movimientos.
La estimulacion continua del GPe no aumenté los movimientos a pesar de que se
mantuvo constantemente hasta el término de los ensayos, Unicamente se Vvio
afectado el inicio de los movimientos, esto podria ser debido a que nuestra tarea
consiste en una secuencia de movimientos sobre aprendidos y estereotipados por
lo que ya se habria establecido un habito motor.

Los resultados fueron diferentes a lo esperado, sin embargo, nos ayuda a dilucidar
informacion nueva sobre el papel del GPe durante la realizacién de movimientos,
en futuros proyectos seria necesario explorar el efecto de la inhibicion del GPe
durante la tarea; de acuerdo a los resultados obtenidos en este proyecto se
esperaria que la inhibicién del GPe provocara que la secuencia de movimientos se
retrasara a comparacion de los controles. A su vez seria interesante corroborar si
se obtendrian los mismos resultados al estimular las neuronas de via directa e

indirecta Unicamente en lugar de un nucleo exclusivamente.
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