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Resumen

Los seres vivos son capaces de moverse y desarrollar estrategias para
seleccionar acciones que generen beneficios a lo largo de su vida, lo cual es
vital para desenvolverse en el medio y para su supervivencia.

La adaptacion conductual de los animales a cambios en el medio ambiente
depende de la actividad de un conjunto de nucleos subcorticales llamados
ganglios basales (GB). Dentro de los GB se encuentra el nucleo estriado, una
estructura cerebral en la que, se propone, se llevan a cabo procesos de
seleccidn de acciones.

Los GB se interconectan a través de dos vias cuyos cuerpos celulares se
ubican en el estriado: la via directa y la via indirecta. Estas vias son
antagonicas (segun el modelo clasico de los GB); sin embargo, el estriado se
subdivide en compartimentos que contienen subcircuitos sensomotores
(estriado dorsolateral; DLS) y asociativos (estriado dorsomedial; DMS). La
literatura actual muestra que las manipulaciones optogenéticas de las neuronas
estriatales dentro del DLS y el DMS, tiene efectos diferenciales sobre la
seleccion de acciones, pero también similares al momento de iniciar acciones.

Para evaluar una posible contribucion diferencial de la actividad de las
neuronas del DMS contra las del DLS, en un trabajo previo del laboratorio se
realizaron activaciones optogenéticas de las neuronas de las vias estriatales en
ambos compartimentos. De estos experimentos se observd que la activacion
de estas vias generd efectos similares sobre la seleccidn de acciones pero
diferenciales sobre la locomocioén. Dado que la activacion optogenética de las
neuronas puede dar falsos positivos, en este trabajo de tesis inhibimos
transitoriamente la actividad de las vias de los GB en el DMS o el DLS, y
evaluamos sus efectos sobre la seleccion de acciones guiadas por reforzador y
sobre la locomocion.

Concluimos que la inhibicién de las vias estriatales en el DMS tiene efectos
antagonicos, sin embargo, el inhibir estas vias en el DLS tiene efectos
contrarios al DMS. Por lo tanto, proponemos que la contribucién de las vias
estriatales no puede ser generalizada para todo el estriado, identificamos que
sus contribuciones dependen del compartimento estriatal evaluado. La
contribucion de las vias estriatales en el DMS es compatible con un modelo
clasico, pero su contribucion en el DLS requiere de una reinterpretacion de los
modelos actuales.



1 Introduccion

Los organismos necesitan seleccionar acciones y moverse apropiadamente
para desenvolverse en su medio. Actualmente se sabe que el estriado es
indispensable para estas funciones, el estriado es el nucleo mas grande de los
ganglios basales (GB). Los GB se interconectan anatomicamente a través de
células estriatales que dan origen a dos vias: la via directa y la via indirecta
(Gerfen, 2006). EI funcionamiento inapropiado de estas vias genera
disquinesias, corea, distonias, problemas para poder iniciar movimientos y
alteraciones cognitivas. Estos sintomas son observados en la enfermedad de
Parkinson, de Huntington y el sindrome de Tourette (Albin RL., et al., 1989;
Wichmann T., y DeLong MR, 1996; Hikosaka O. et al, 2000; Jill R. Crittenden y
Graybiel AM., 2011).

La contribucion de las vias de los GB sobre la generacién de conductas
se explica a través de modelos funcionales. El modelo clasico de los GB
propone que la activacion de las vias directa o indirecta tiene efectos opuestos
sobre la seleccion de acciones y sobre la generacion de movimientos (DeLong
M.R., 1990; Albin RL et al., 1989; Kravitz et al., 2010, 2012). Experimentos de
activacion optogenética de las neuronas estriatales de estas vias apoyan
directamente este modelo: la activacion de la via directa promueve el
movimiento, teniendo un efecto reforzante, y la activacién de la via indirecta
decrementa la generacidn de movimientos, pudiendo ser aversiva (Kravitz et
al., 2010, 2012; Kreitzer et al., 2013, 2014). Sin embargo, varios trabajos
apoyan un modelo funcional alterno de los GB, el cual postula que la actividad
de las vias estriatales coopera entre si para permitir la apropiada seleccion de
acciones (Hikosaka O., 2000; Cui G. et al, 2013; Jin X. et al, 2014; Tecuapetla
et al., 2016).

Ademas, dentro del estriado existen compartimentos que son parte de
sub-circuitos asociativos y sensomotores (Yin HH., 2005, 2009). Los sub-
circuitos de asociacion se encuentran dentro del estriado dorsomedial (DMS) y
los sensomotores en el estriado dorsolateral (DLS) (Redgrave P., et. al., 2010;
Yin HH., 2005, 2009). Por lo tanto, se debe realizar una evaluacion de las

contribuciones de cada uno de estos compartimentos, antes de poder



generalizar los modelos funcionales para explicar la contribucidn de las vias de
los GB en la generacion de conductas.

Para evaluar la contribucion del DMS y DLS sobre la generacion de
conductas, en un trabajo previo del laboratorio, se activd a las neuronas de la
via directa o indirecta en los compartimientos del estriado por medio de
optogenética (Cuevas-Vicente, 2017). De este trabajo se observd que la
activacion de las neuronas de las vias estriatales, gener6 efectos opuestos
sobre la seleccion de acciones guidas por un reforzador (sin ser diferentes los
efectos al modular su actividad en el DLS en comparacién con su modulacion
en el DMS), pero no sobre la locomocion. Dado que la activacion de neuronas
por si sola constituye una sola cara de la interpretacién de la contribucion de
sub-circuitos neuronales en la generacion de conductas, es necesario realizar
experimentos de pérdida de la funcidén en los que se inhiba a la actividad de las
neuronas estriatales. Este argumento se fundamenta en que la activacion
optogenética puede no so6lo activar, sino sincronizar a las neuronas
manipuladas abriendo la posibilidad a falsos positivo al interpretar la
contribucion de un sub-circuito neuronal (Jaidar et al., 2019). Por lo tanto, para
contrastar los experimentos antes mencionados, en este trabajo de tesis
realizamos experimentos de inhibicidn optogenética durante la seleccion de
una accion guiada por reforzador y durante la evaluacion de la locomocion de
animales.

De estos experimentos emerge una vision en la que los compartimentos
DLS y DMS tienen contribuciones especificas sobre la seleccion de una accion
guiada por reforzador y sobre la locomocion.



2 Antecedentes

2.1 Los ganglios basales

Los GB son un conjunto de nucleos subcorticales en el cerebro de los
cordados. Sus proyecciones anatdmicas procesan sefiales sensoriales,
motoras, cognitivas y motivacionales (Gerfen CR., et al., 1990). Los GB forman
un circuito donde reciben sefales de la corteza cerebral, y mandan sefnales al

talamo, el cual a su vez manda sefiales la corteza (Figura 1).

Corteza Cerebral \

Ganglios Basales = —— ) Talamo Accion

Figura 1. Circuito corteza-GB-talamo. Esquema representativo del circuito que conforma a la
corteza, mandando y recibiendo sefiales de los GB, de igual manera manda y recibe sefnales
del tdlamo, y las proyecciones de los GB que mandan y reciben sefales del talamo.

Los nucleos que componen a los GB pueden ser categorizados como:
nucleos de entrada, nucleos de salida y nucleos intrinsecos. Los nucleos de
entrada a los GB son los nucleos estriado y subtalamico (NST), reciben
entradas excitatorias de la corteza y del tdlamo. Los nucleos de salida son el
globo palido interno (GPi), y la sustancia nigra pars reticulata (SNr). Los
nucleos intrinsecos encargados de llevar sefiales de los nucleos de entrada a
los de salida, son el globo palido externo (GPe) y el NST (Figura 2); de manera
importante, estos nucleos reciben inervacidon dopaminérgica de la sustancia

nigra pars compacta (SNc).
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Coliculo

Superior @ Via directa

® Vviaindirecta

Figura 2. Las neuronas de proyeccion del estriado se dividen en dos vias: neuronas de la
via directa (rojo) o neuronas de la via indirecta (azul). Esquema de los ganglios basales
mostrando las proyecciones de las vias directa e indirecta a través de sus nucleos. GP, globo
palido; GPm, globo palido medio = GPi; NST, nucleo subtalamico; SNr, sustancia nigra pars
reticulata. A la derecha, rebanada coronal que muestra la distribucién de las neuronas de las
vias estriatales. Esquema modificado de Gerfen 2006 y Florio Tiziana M., et. al., 2018.

2.2 Las vias de interconexion de los GB: via directa y via indirecta

El nucleo estriado recibe proyecciones glutamatérgicas de la corteza y del
talamo, y entradas dopaminérgicas de la SNc y del VTA (Gerfen CR., et al.,
1990). Las neuronas del estriado son neuronas espinosas medianas (NEMs;
95% del total de neuronas) que, dependiendo a dénde proyectan y/o por los
receptores que presentan, se dividen en NEMs de la via directa o de la via
indirecta (Figura 2). EI 5 % restante de neuronas estriatales son interneuronas
(Gerfen CR., et al., 1990; Chang HT., et al., 1982; Kemp y Powell, 1971).

Las NEMs de la via directa inervan directamente a los nucleos de salida,
el GPi y la SNr, y expresan los receptores a dopamina tipo 1 (D1) (Lanciego,
José L., et al., 2012). La transmision sinaptica de esta via es de naturaleza
GABAérgica que inhibe a las neuronas de salida de los GB desinhibiendo a las
neuronas del talamo, éstas ultimas de naturaleza glutamatérgica activan a la
corteza motora promoviendo el movimiento (Figura 2) (Albin et al., 1989;
Gerfen CR., et al., 1990; Saunders et al., 2015).

Las NEMs de la via indirecta proyectan al nucleo intrinseco GPe, el cual
proyecta al NST, que a su vez proyecta a los nucleos de salida; las neuronas

11



de la via indirecta expresan los receptores a dopamina tipo 2 (D2) o el receptor
2A a adenosina (A2A). La transmision sinaptica del estriado al GPe es de
naturaleza GABAérgica, que al inhibirlo desinhibe al NST, que al ser de
naturaleza glutamatérgica activa a las neuronas de la SNr, en consecuencia
inhiben a las neuronas del talamo y que en turno dejan de excitar a la corteza,
inhibiendo la generacion de movimientos (Figura 2). La figura 3 presenta la

descripcion antes mencionada en diagrama de cajas y flechas.

@ > Glutamato
o > GABA
®——» Dopamina

Corteza Cerebral :
A [ ® o——
Y Estriado ¥ < d
®A <> [ &
Vi Via
Indir;cta Directa
Y ©®
®
GPe® ve SN .VTA > .V T
e c :
A< @ GPi A SN LCIES

L
>

L @ YO
> @

NST

‘
<
<«
<

Figura 3. Esquema de las vias de los GB y sus conexiones. Esquema modificado de
Lanciego, José L., et al., 2012.
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2.3 Modelos funcionales de los GB: Modelo Antagénico vs Modelo
Cooperativo

Para explicar la contribucion de los GB en la generacidén de conductas se
han postulado diferentes modelos funcionales. El modelo clasico de los GB
propone que la activacidén de las vias directa o indirecta tiene efectos opuestos
sobre la seleccion de acciones y sobre la generacion de movimientos (DeLong
MR., 1990; Albin RL et al., 1989; Kravitz et al., 2010, 2012), es decir, se habla
de un modelo antagénico. Los experimentos de activacion optogenética de las
neuronas estriatales de estas vias apoyan directamente este modelo: la
activacion de la via directa promueve el movimiento, teniendo un efecto
reforzante, y la activacion de la via indirecta decrementa la generacion de
movimientos, y se sugiere su activacion genera aversion en los animales
(Kravitz et al.,, 2010, 2012) (Tabla 1). Una nota importante es que estos
experimentos de manipulacion optogenética se realizaron en el compartimento
dorsomedial del estriado.

Sin embargo, de igual forma hay trabajos que apoyan un modelo
funcional alterno de los GB donde se postula que la actividad de las vias
estriatales coopera entre si para permitir la apropiada generacién y seleccion
de acciones (Hikosaka O., 2000; Cui G. et al, 2013; Jin X. et al, 2014;

Tecuapetla et al., 2016), llamado aqui como modelo cooperativo (Tabla 1).

Modelo Antagénico Modelo Cooperativo

Activacion

(DMS)

Prueba Prueba Via directa Via indirecta

Via directa | Viaindirecta

Inicio | Ejecucion |Inicio Ejecucion

Accién Accion
(Dorsal) T T T l Lectura

Preferencia
(DMS)

Preferencia

Activacion

DMS DLS DMS DLS

Locomocion Locomocion T l l T

Tabla 1. Efectos observados en distintas pruebas que apoyan los modelos funcionales
de las vias estriatales.
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Por lo tanto, tenemos dos modelos de funcionamiento de los GB que
podrian explicar la contribucion de las vias estriatales en las conductas de los

individuos: el modelo antagonico y el modelo cooperativo.

2.4 Compartimentos estriatales: DLS y DMS

El estriado es el nucleo de entrada mas grande a los GB (Figura 2), se
divide anatomicamente por las entradas corticales que recibe en los
compartimentos ventral (sub-circuitos de motivacién), dorsomedial (sub-
circuitos de asociacion; DMS) y dorsolateral (sub-circuitos sensomotores; DLS)
(Alexander, 1995). Debido a esta divisidon anatomica, se argumenta que el DMS
contribuye a realizar acciones guiadas a objetivos, mientras que el DLS
contribuye principalmente en la generacién de movimientos (Yin et al., 2005,
2009) (Figura 4.A). Se sugiere esta division funcional (region limbica,
asociativa, sensomotora) se mantiene a lo largo del resto de los ganglios
basales (Redgrave P., et al., 2010) (Figura 4.B).

.mbica Asoci;civa} LSensoriaI‘ [Motora

B corteracerbal
DMS contribuye a realizar \ N J N /
acciones guiadas a objetivos B etado

DLS contribuye principalmente

- o | GP/SN |
en la generacién de movimientos .
r T Talamo

Figura 4. Esquema de los Ganglios Basales y su divisidon funcional dada las entradas
corticales.

A, Rebanada coronal mostrando los compartimentos del estriado; DMS: estriado dorsomedial,
DLS: estriado dorsolateral.

B, Modelo de subcircuitos a lo largo de los ganglios basales, limbicos (rojo-amarillo),

asociativos (amarillo-verde), sensorial (verde-azul) y motores (azul-gris). Esquemas
modificados de Florio Tiziana M., et. al., 2018; Alexander, 1995.
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2.5 Participacion del DMS y el DLS en la generacion de conductas

El estriado dorsal esta directamente implicado en el aprendizaje
instrumental (Yin et al., 2010). La literatura actual sugiere que el DMS es
necesario para generar acciones dirigidas a objetivos, mientras que el DLS es
necesario para generar conductas habituales. Un comportamiento es guiado
por una consecuencia cuando se tiene la habilidad de predecir el resultado de
una accién, mientras que un comportamiento habitual se da cuando un
estimulo controla el resultado de una accion (Redgrave P., et al., 2010). La
lesion bilateral del DMS interrumpe la generacion de conductas guiadas por
una consecuencia (Yin et al., 2005; Yin et al., 2009), mientras que la lesion del
DLS interrumpen la formacion de habitos (Yin et al., 2005, 2009; Rodrigues S.,
et al., 2017).

2.6 Elestriado y la seleccion de acciones guiadas por reforzador

A la seleccion 6ptima de una accion, es decir, la accion mas reforzante o
menos aversiva, se le conoce como una toma de decision econdmica. Para
gue un individuo pueda tomar una decisidbn econémica se requiere:

* Establecer una asociacion entre una accion y la consecuencia a la que
conlleva.

* Iniciar las acciones seleccionadas comparando, descartando y suprimiendo
las acciones competitivas no seleccionadas.

* Adaptar dinamicamente su comportamiento en respuesta a cambios en la
consecuencia de la accion asociada.

La toma de decisiones pasa por una red neuronal formada por la region
cortical, limbica y el cerebro medio; las proyecciones de estas estructuras
convergen en los ganglios basales, especificamente en el estriado. El estriado
integra informacion cognitiva y motivacional que van a guiar la seleccion de una
accion economica (Macpherson T., et al., 2014). Para que una accion
econdmica ya seleccionada se preserve, se requiere que sea reforzada cada
vez que se ejecute, incrementando la probabilidad de que se repita la conducta
del individuo (Macpherson T., et al., 2014).
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Experimentalmente se ha documentado que la activacidon de las
neuronas estriatales de la via directa o de la via indirecta (en el DMS) facilita o
evita la seleccion de una accion, respectivamente (Kravitz et al., 2012; Frank
MJ. et al., 2012; Tai Lung-Hao, et al., 2012), (Figura 5A), ésto es similar al
efecto de su activacion sobre la locomocion (Figura 6A). Sin embargo, la
activacion de estas vias en el DLS tiene efectos contrarios a su activacion en el
DMS cuando el animal esta por iniciar acciones (Tecuapetla et al., 2016)
(Figura5.B).

A B

Activacién de neuronas en el Activacién de neuronas en el

estriado dorsomedial (DMS) estriado dorsolateral (DLS)
S NEMdir-ChR2 (n = 8)
:
% 75 4 \/\,\/*/\[/\ Apagado D1 Cre
° Prendido
2
T 50
3
5
g 25 vy
£ NEMind-ChR2 (n = 10) D2/A2A Cre
g Dia 1 Dia2 Dia3
e [ 3

0 30 0 30 0 30 Vista desde arriba Trayectorias
Tiempo (min)

Figura 5. La activacion de las neuronas estriatales de la via directa o la indirecta genera
efectos diferenciales dependiendo del compartimento estriatal que se manipule.

A, Auto-estimulacion de neuronas de las vias estriatales en el DMS en una paradigma de
preferencia de lugar. La auto-estimulacion de la via directa genera preferencia (arriba de 50),
mientras que la auto-estimulacion de la via indirecta genera evitacion (debajo de 50). En azul
via directa (NEMdir-ChR2), en rojo via indirecta (NEMind-ChR2). Tomado de Kravitz et al.,
2012.

B, Trayectoria recorrida por animales que recibieron la activacion de la via directa (arriba) o la
via indirecta (abajo) en el DLS antes de iniciar el palanqueo que los conducia a una
recompensa. En rojo trayectoria del animal cuando la luz esta apagada; en azul trayectoria del
animal mientras la luz esta encendida. Tomado de Tecuapetla et al., 2016.
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2.7 El estriado y sus implicaciones sobre el control del movimiento

El individuo requiere seleccionar la mejor respuesta entre distintas
alternativas competitivas, segun el contexto en el que se encuentre. Este es
uno de los aspectos mas importantes del control motor. (Florio Tiziana M., et
al., 2018; Mink JW., 2018). Experimentalmente, se ha observado que la
activacion de las vias estriatales en el DMS genera efectos opuestos sobre la
locomocion, es decir, la activacion de la via directa promueve el movimiento
mientras que la activacion de la via indirecta lo decrementa (Figura 6A)
(Kravitz et al., 2010). Las activacion de estas vias en el estriado DLS genera
efectos contrarios sobre el inicio de acciones, la activacion de la via directa
frena el inicio, la activacidén de la via indirecta incrementd la locomocién
(Tecuapetla et al., 2016) (Figura 5B). En linea con estos experimentos, la
eliminacién de las neuronas de la via directa en el DMS reduce la ambulacion,
efecto no observado al eliminar a las neuronas de esta via en el DLS; por el
contrario, si se elimina a las neuronas de la via indirecta en el DLS no se
produce un incremento en la actividad locomotora, pero al eliminarlas del DMS
se observa una locomocion exacerbada (Figura 6B) (Durieux et al, 2012).
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Figura 6. La activacion de las neuronas de las vias estriatales genera efectos
antagonicos sobre la locomocion, mientras que la delecion de las mismas genera
efectos soélo en la via indirecta del DMS.

A, Activacion de neuronas de las vias estriatales en el DMS en un campo abierto. La activacién
de las neuronas de la via directa aumenta el movimiento (trayectoria roja), mientras que la
activacion de las neuronas de la via indirecta lo disminuye (trayectoria verde); en gris
trayectoria de laser prendido. Tomado de Kravitz et al., 2010.

B, Delecién de las neuronas estriatales en los compartimentos DMS y DLS. La delecion de las
neuronas de las neuronas de la via indirecta en el DMS incrementa el movimiento en
comparacion con los controles, en el DLS y en la via directa no se aprecian diferencias. En azul
la via directa y en rojo la via indirecta. Tomado de Durieux et al, 2012.

En resumen, con respecto a la contribucion de las vias estriatales a la

seleccidn de acciones y a la locomocion, la literatura actual sugiere que:

1. La activacion optogenética de las vias estriatales en el DMS es
capaz de facilitar (via directa) o evitar la seleccion de una accion
(via indirecta).

2. La activacion optogenética de las vias estriatales en el DMS es
capaz de aumentar (via directa) o disminuir (via indirecta) la
locomocion.

3. La activacion optogenética de las vias estriatales en el DLS frena

(via directa) o interrumpe la seleccién de una accidn (via indirecta).
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4. Parece que dependiendo del compartimento del estriado que se
manipule, los efectos sobre la seleccion de acciones y sobre la

locomocidén son diferentes.

3 Planteamiento del Problema

Los experimentos de activacion optogenética de las vias estriatales en el
DMS y DLS muestran efectos diferenciales sobre la seleccion de acciones y la
locomocion. Sin embargo la interpretacion de la contribucion de las vias no
puede emerger de solo experimentos de activacion optogenética. De particular
relevancia es que la activacion optogenética no solo activa sino que impone
actividad sincronica sobre las neuronas moduladas, pudiendo generar falsos
positivos (Jaidar et al., 2019). Por lo tanto, en el presente trabajo de tesis para
poder tener una interpretaciéon de la contribucion de las vias estriatales del
DMS y el DLS a la seleccion de acciones y la locomocién realizamos
inhibiciones optogenéticas planteando la siguiente pregunta:

4 Pregunta de investigacion

¢, Se puede generalizar la contribucién de las vias estriatales a la seleccion de
acciones y a la locomocion independientemente de la region del estriado que

se manipule?

5 Hipoétesis
* La inhibicion de las vias estriatales en el DMS y DLS contribuye de

manera diferencial a la seleccién de acciones guiadas por reforzador y
sobre la locomocion.

* EI DMS es de mayor relevancia para la generacién de acciones guiadas
por reforzador.

* EIDLS es de mayor relevancia para la locomocion.
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6 Objetivo general

* Inhibir la actividad de las neuronas estriatales de las vias directa o
indirecta en el DMS o en el DLS comparando sus efectos sobre la
seleccion de acciones guiadas por reforzador, y sobre la locomocion.

6.1 Objetivos particulares

Inhibir la actividad de las neuronas estriatales de las vias directa e indirecta en
el DMS y en el DLS durante:

1. Una tarea de condicionamiento operante para evaluar su efecto sobre la
seleccion de acciones guiadas por reforzador

2. Un paradigma de preferencia de lugar en tiempo real para evaluar su
efecto en ausencia de reforzadores.

3. Una prueba de campo abierto para evaluar su efecto sobre la

locomocion.
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7 Materiales y Métodos

7.1 Animales

Para llevar a cabo los experimentos en este proyecto se utilizaron dos
lineas de ratones transgénicos, la linea D1 que expresa la enzima Cre
recombinasa bajo el promotor del receptor de dopamina tipo 1 (marca a las
neuronas de la via directa), y la linea A2A que expresa la Cre bajo el promotor
del receptor de adenosina A2a (marca a las neuronas de la via indirecta).
Todos los experimentos fueron realizados con animales heterocigotos, los
cuales se obtuvieron al cruzar ratones transgénicos con ratones silvestres
C57BL6/J. Para los experimentos se usaron animales >8 semanas de edad,
machos y hembras (ya que el sexo no hizo distincion en las pruebas
realizadas). Para la tarea de condicionamiento operante los animales fueron
privados de alimento y mantenidos al 80-85% de su peso inicial.

No todos los animales pasaron por las tres pruebas conductuales
(palanqueo, preferencia en linea y campo abierto) de lo contrario se especifica

en el texto.

7.2 Genotipificacion

A los 21 dias postnatales los animales fueron destetados, sexados e
identificados con aretes metalico numerados. Se obtuvo una muestra de ADN
genomico de cada uno de los ratones y se realizé6 una PCR amplificando un
producto de 100 pares de bases del gen de la Cre-recombinasa, junto con un
producto de 300 pares de bases del gen de un control interno (gen de

interleucina 2), para asi identificar a los animales positivos a Cre-recombinasa.
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7.3 Cirugia estereotaxica: Inyeccion de virus e implantacion de fibras
Opticas

Para la cirugia los animales se anestesiaron inicialmente con 4% de
isoflurano y posteriormente se mantuvieron con 1% isoflurano y oxigeno 1
L/min, manteniendo una frecuencia respiratoria= 1/seg. Este procedimiento se
realizé sobre una plancha térmica para mantener la temperatura del animal
durante el procedimiento.

El primer paso en la cirugia fue la limpieza y depilacion de la zona cefalica
y se procedié a colocarlo sobre el aparato estereotaxico, después se procedio
a exponer el craneo y a limpiar con agua oxigenada (10%). Una vez alineado el
craneo usando como referencia los puntos bregma y lamda, se realizaron
trépanos e inyecciones virales de manera bilateral. Las coordenadas para los
animales manipulados en el estriado DMS: +0.5 mm anteroposterior (AP), +1.6
mm medial lateral (ML), -2.3 dorsoventral (DV); para los animales manipulados
en el DLS: +0.5mm AP, £2.7 mm ML; -2.3 DV (Figura 7A).

Las injecciones virales fueron de 1uL de Arch3.0-eYFP serotipo 5 (Figura
7B) (rAAV5/Ef1a-DIO_eARCH3.0-EYFP, UNC GTC Vector Core, #AV4841D,
4.4 x 10" virus molecules/mL) o de una proteina reportera eYFP (AAV1.EF1
a.DI0.eYFP.WPRE, 1 x 10" virus molecules/mL) (animales control). Para las
injecciones virales se utilizo un nano-inyector, haciendo la inyeccion a una
velocidad de 4.6nL cada 5 seg con pipetas de borosilicato, puntas entre 25-50
micras. Después de cada inyeccion se dejo la pipeta para permitir que el virus
se difundiera durante 15 minutos.

Después de inyectar ambos hemisferios, se procedido a implantar fibras
opticas de 300 ym de diametro, 0.37 de apertura numérica, y se cubrié el
craneo con cemento y acrilico dental. Los animales se mantuvieron en
recuperacion de 2-4 dias antes de iniciar los experimentos. Para cuando los
animales llegaron a la fase experimental de adquisicion tenian de 11 dias de

expresion del virus.
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Figura 7. Esquema de las inyecciones virales y la opsina utilizada para inhibicion.
A) Coordenadas de infeccién e implantacion de fibras para manipulaciones en el DMS y DLS.

B) Constructo del vector viral para Arqueorodopsina. C) Representacion del funcionamiento de
Arqueorodopsina.

7.4 Asociacion Accion-Recompensa

Para el experimento de seleccidon de acciones guiadas por un reforzador,
se utilizd6 una caja de comportamiento operante con dos palancas situadas a
los lados y a la misma distancia de un comedero (MED associates). Para que
los individuos identificaran y asociaran el lugar donde se recibirian los
reforzadores, se realizé una primera sesién en donde cada uno de los animales
fue introducido 30 minutos en la caja de comportamiento operante, recibiendo
un reforzador positivo (pellet 14 mg, #F05684, Bio-Serv) aleatoriamente cada
minuto (pre-entrenamiento).

Posteriormente, se realizaron tres sesiones en donde se presentd una
palanca a uno de los lados del comedero, el objetivo fue que el animal asociara
la accién de presionar la palanca presentada con el objetivo de recibir un
reforzador positivo, las sesiones terminaban transcurridos 30 minutos o tras
realizar 15 veces la accion requerida (6 30 la ultima sesion). Las palancas
presentadas fueron contrabalanceadas en los animales.

Posteriormente en otra sesion se le presentdé al animal la palanca
contraria teniendo que realizar la misma accion 30 veces o terminando la

sesién a los 30 minutos. Esto para que el animal asociara que realizar la accién
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de presionar cualquiera de las palancas presentadas llevaria a un reforzador

positivo.
7.5 Adquisicion

Durante siete sesiones de 30 minutos cada una, se presentaron ambas
palancas a los extremos del comedero. Al ser presionadas dieron un reforzador
positivo; sin embargo, una de ellas simultaneamente dio un pulso continuo de
luz verde (550 nm; 30 mW) para inhibir las neuronas estriatales por 2
segundos. La palanca de luz fue contrabalanceada. Aqui se evalua si el animal
prefiere o evita la accion que presenta inhibicion de las neuronas estriatales

(Figura 8).

7.6 Prueba de extincion

Posterior a la adquisicidon, en una sesion de 10 minutos se evalué el valor
que los animales asignaron a las acciones realizadas previamente, exponiendo
ambas palancas, sin embargo en esta ocasion, ninguna de las acciones llevaba
a recompensa o inhibicidn, preguntando si en ausencia de los reforzadores o

inhibicion los animales mantienen la preferencia adquirida (Figura 8).

7.7 Ensayo reverso

En un ultimo grupo de animales manipulados en el DLS, se realizé un
protocolo de doce sesiones de 30 minutos cada una. Las palancas presentadas
durante la fase de adquisicion fueron invertidas, la palanca que daba el pulso
de luz se cambio a dar sélo el reforzador, y viceversa, la palanca que sélo dio
un reforzador ahora dio reforzador y un pulso de luz verde (550 nm; 30 mW).
Aqui se evalua si el animal es capaz de seguir la preferencia ya mostrada en la
fase de adquisicion (Figura 8).
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7.8 Prueba de preferencia de lugar en tiempo real

En una sesion de 20 minutos se coloco al animal en una caja de acrilico
de 40cm x 40cm con una altura de 30cm. Dicha caja se dividio virtualmente en
cuatro cuadrantes, seleccionando uno en donde cada vez que el animal se
desplazara recibiria un pulso continuo de luz verde (550 nm; 30 mW) sobre las
neuronas estriatales. Se obtuvieron videos a 15 fotos por segundo. Esto para
responder si existia preferencia a la auto-inhibicion en una prueba conductual

que no involucrara la obtencion de un reforzador (Figura 8).

7.9 Locomocién en campo abierto

En una sesion extra de 15 minutos se coloco al animal en una caja de acrilico
de 40cm x 40cm con una altura de 30cm, cuantificando las coordenadas del
animal para calcular la locomocion al recibir un pulso de luz verde y evaluar el
cambio de movimiento horizontal al inhibir a las diferentes vias en el DMS y
DLS. Los animales recibieron un pulso continuo de luz verde (550 nm) cada
minuto (30 mW, por cinco segundos) (Figura 8).

Protocolo de Entrenamiento

Animales que s6lo pasaron por adquisicion, extinction, preferencia de lugar en linea y campo abierto.

Pre- Campo Abierto
Cirugia Recuperacién entrenamiento CRF 15 CRF 30 Adquisicion Extincién Preferencia de Lugar
T T T 1 T T T 1T T 1
Dias 1 2-5 6 7 8 9 10 111213 14 1516 17 18 19
Adquisicion 7 sesiones| Extincién Campo Abierto
® 30min ®© 10min (© 15min

== x1min .

Preferencia de Lugar
en tiempo real

(© 20min

&

Animales que pasaron por adquisicidn, extinction, ensayo reverso, preferencia de lugar en linea y campo abierto.

Pre- Campo Abierto
Cirugia Recuperacién entrenamiento CRF 15 CRF 30 Adquisiciéon  Extincién Reverso Preferencia de Lugar
T T T 1 T T T 1T T 1 T T T 17T T T 17T T T T

Dias1 20 21 22 23 24 25 2627 2829303132 33 34353637 383940414243 44 45 46

Adquisicion 7 sesionés
® 30min

Figura 8. Linea temporal del protocolo de entrenamiento
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7.10 Verificacion anatomica

Una vez concluidos los experimentos, se anestesiaron a los animales con
una mezcla de ketamina/xilacina (85%-15%) por via intraperitoneal, y se
procedié perfundir a los animales con PBS 0.1M y PFA (paraformaldehido) 4%
para fijar el tejido. Posteriormente se obtuvieron rebanadas coronales de 100
um (para identificar claramente la marca de fluorescencia y de la fibra
implantada) y después se montaron; se utiliz6 Mowiol como medio de montar y
Hoescht (200ug/mL) para marcar los nucleos celulares. Se realizé la
verificacibn anatdmica en un microscopio confocal para observar Ila

fluorescencia de las proteinas Arch3.0-eYFP y eYFP.

7.11 Analisis de datos

Durante el palanqueo se usaron programas de MEDPC que llevaron los
conteos de las variables, las presiones en las diferentes palancas. Estos datos
fueron analizados en Graph Pad Prism 6. Primero se realizaron las pruebas de
normalidad D’Agostino & Pearson omnibus, Shapiro-Wilk y Kolmogorov-
Smirnov con Dallal-Wilkinson-Lillie para valor de P; los datos debieron pasar
por lo menos 2 pruebas de normalidad para poder ser sometidos a estadisticas
parameétricas. Para las comparaciones de las variables se realizaron pruebas
de t y ANOVA para los datos paramétricos, y U de Mann-Withney o Wilcoxon
para los no paramétricos.

En la prueba de preferencia de lugar en tiempo real y campo abierto se
utilizé el programa de Bonsai (http://www.kampff-lab.org/bonsai) para analizar
los videos y obtener las coordenadas en cada fotograma del video, la
informacion obtenida fue analizada en MATLAB, para posteriormente ser
graficados en Graph Pad Prism 6.
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8 Resultados

8.1 Inhibicidn de las neuronas de la via indirecta sobre la
realizacion de acciones guiadas por reforzador

Para determinar el efecto de la inhibicion de las neuronas de la via
indirecta sobre la generacion de acciones guiadas por reforzador se realizé un
experimento de comportamiento operante en el que se le requiri6 a los
animales escoger el presionar una de dos palancas por siete dias — fase de
adquisicién. La presion de una palanca guié a una recompensa y la otra
palanca a una recompensa mas auto-inhibicion (ver métodos seccion 7.5).
Posteriormente a la adquisicion se realiz6 una prueba de extincién de 10
minutos, en la cual se presentaron ambas palancas sin que ninguna diera
reforzador o auto-inhibicidn, cuantificando las presiones realizadas en cada una
de las palancas, ésto para evaluar si las acciones seleccionadas durante la
adquisicion persistian en ausencia la auto-inhibicion o el reforzador (pellet),
(ver métodos seccion 7.6).

Estos experimentos estuvieron divididos en dos grupos de animales. Un
grupo en el que se inhibi6é el DMS y otro en el que se inhibi6 el DLS (Figura 9)

DLS

ID: 675

Figura 9. Ejemplo de rebanadas de animales inhibidos en el estriado dorsomedial (DMS)
A, o dorsolateral (DLS) B.

Durante la fase de adquisicion, observamos que los animales que
presionaron la palanca que guiaba a la auto-inhibicion en el DLS, optaron por
evitar la palanca que guiaba a la auto-inhibicion (p<0.05, ANOVA; Figura 10-
A2) (dia 7 de adquisicion animales DLSa2a-cre/arch3o-eyFp: presiones en la
palanca con reforzador=52+/-5 versus presiones en la palanca con reforzador +
auto-inhibicion=7+/-2; n=6, p<0.05, prueba de Wilcoxon; Figura 10-A3).

Por el contrario los animales que recibieron inhibicion en el DMS

seleccionaron con mayor frecuencia el presionar la palanca de auto-inhibicién +
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reforzador (p<0.01, ANOVA; Figura 10-B2) (dia 7 de adquisicién animales
DMSa2a-cre/archa.o-eYFp: presiones en la palanca con reforzador + auto-inhibicion=
69+/-8 versus presiones en la palanca soélo con reforzador= 10+/-4; n=7,
p<0.05, prueba de Wilcoxon; Figura 10-B3).

Para evaluar que accion seleccionaban (la que guiaba a auto-
inhibicion+reforzador versus la que guiaba solo a reforzador), realizamos un
analisis de cocientes entre las presiones en las dos palancas por animal (un
valor de este cociente por arriba de 50% indica que los animales seleccionaron
la accion que guiaba a la auto-inhibicion+reforzador, mientras que por debajo
de 50% que evitaban esta accion). Estos cocientes (numero de presiones
realizadas en la palanca de auto-inhibicion+reforzador (PE) multiplicado por
100 y dividido entre el numero de presiones totales (PT)) confirmé una
seleccidon de acciones opuesta por la palanca que guiaba a la auto-
inhibicion+reforzador dependiendo del compartimento estriatal que se inhibio
(p<0.01, ANOVA; Figura 10-C1) (dia 7, animales DLS-A2A Cre Arch3.0-eYFP
cociente = 13+/-3, n=6 versus DMS-A2A Cre Arch3.0-eYFP cociente = 76+/-11,
n=7; p<0.01, U de Mann-Withney; Figura 10-C2).

En la prueba de extincidon, los animales en los que se inhibieron en el
DLS, no reportaron mantener lo observado durante la adquisicion (DLSaza-
Cre/Arch3.0-eYFP. presiones en la palanca que previamente daba solo reforzador=
30+/-6 versus presiones en la palanca que previamente daba reforzador+auto-
inhibicion=36+/-8; n=10, p>0.05, prueba de Wilcoxon; Figura 10-A4). Por el
contrario, en el DMS la inhibicién de las neuronas de la via indirecta mostré que
los animales mantuvieron la preferencia de la adquisicion (DMSa2a-cre/arch3.o-
eYFP: presiones en la palanca que previamente daba reforzador+auto-
inhibicion= 64+/-9 versus presiones en la palanca que daba sélo
reforzador=27+/-11; n=7, p<0.05, prueba de Wilcoxon; Figura 10B.4). El
analisis de los cocientes mostré diferencias entre los compartimentos durante

la adquisicion (Figura 10-C1 y C2), pero no durante la extincion Figura 10-C3).
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Figura 10. La inhibicion en las neuronas de la via indirecta selecciona o evita una accion
dependiendo del compartimento que se manipule.

A1 y B1) Esquemas de rebanadas coronales mostrando donde quedaron las marcas de las
fibras para manipulacién en animales A2A- Cre/Arch-eYFP en el DLS (n=6) o el DMS (n=7).

A2 y B2) Presiones por palanca de los animales manipulados en el DLS o DMS
respectivamente a lo largo de las 7 sesiones (*p<0.05, ANOVA).

A3 y B3) Numero de presiones por palanca el ultimo dia de la adquisicion en el DLS o el DMS
(*p<0.05, prueba de Wilcoxon).

A4 y B4) Numero de presiones por palanca el dia de la prueba de extincion en el DLS o el
DMS (*p<0.05, prueba de Wilcoxon).

C1 y C2) Cociente del numero de presiones realizadas en la palanca de auto-
inhibicion+reforzador versus en la de reforzador, comparado los compartimentos DLS versus
DMS en la via indirecta a lo largo de la adquisicion (*p<0.01, ANOVA) y sélo el dia 7 (C2).

C3) Comparacion del dia de la prueba de extincién entre DMS y DLS, y controles (*p<0.01, U
de Mann-Withney).
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Dado que los resultados de inhibir a la via indirecta en el DLS resultan
contrarios a lo que el modelo clasico de la via indirecta postulaba (se esperaba
que la inhibicion de esta via generara la seleccion de la accion que guiaba a la
auto-inhibicion), decidimos realizar un nuevo grupo de animales al cual,
adicionalmente a la adquisicion, se le realizé un protocolo de ensayo reverso.
El ensayo reverso pregunta si los animales pueden actualizar la accion
realizada dado un cambio de contingencia (cambiarles la palanca que les daba
auto-inhibcion para ver si la identifican) (ver métodos seccion 7.7).

Para este nuevo grupo (n=4) realizamos un cociente del numero de
palanqueos [(Palanca auto-inhibicion+reforzador*100)/Palanqueos Totales en
ambas palancas= (PE*100)/PT], normalizandolo al primer dia de adquisicién y
luego al primer dia del ensayo reverso. De este analisis observamos que, de
cuatro animales DLSa2a-cre/arch3.0-evFp, dOs de ellos mostraron un cambio en su
preferencia respecto al primer dia de adquisicion, y el mismo cambio en el
ensayo reversal, evitando la palanca que les daba aunto-inhibicion (Figura 11B
y 11C). Justo en estos dos animales, a posteriori, identificamos la apropiada
implantacién de fibras épticas en el DLS. Esto corroboré que en efecto la
seleccion de una accion que guia a la inhibicion de la via indirecta es evitada

cuando se inhibe el DLS.

A B C
ID; 2000 | BN £ P=0.14
‘ g ML=+24 Adquisicion Reversal
normalizada Seleccion normalizado
10 0
ID: 2244 | AP=0.14 3 g
[0/ W M.L=+25 K 3
+26 gg 13 gg 1.
28
- A.P=0.14 £ 010 2E g0
ID: 2250 M ML=+25 g K]
/ \ 3 Evitacion 8
8O oo R
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 10 12 14
AP=-0.22 Sesiones Sesiones
M.L=+2.2

ID: 2248
A +2.2

Figura 11. La seleccion de una accion que guia a la inhibicion de la via indirecta en el
DLS es evitada en la adquisién y el ensayo reverso de una contingencia.

A) Rebanadas de animales A2A sometidos al ensayo reverso, note que solo dos tienen la
marca de las fibras en el DLS, auto-fluorescencia debida a complicaciones del montaje.

B) Cociente de seleccion por animal normalizado al dia inicial durante la fase de adquisicion.

C) Cociente de seleccidon por animal normalizado al dia inicial durante la fase del ensayo
reverso.
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8.2 Inhibicion de las neuronas de la via directa sobre la realizacion de
acciones guiadas por reforzador

Para determinar el efecto de la inhibicion de las neuronas de la via
directa (NEMdir) sobre la generacion de acciones guiadas por reforzador se
realizé un experimento similar al anterior esta vez inhibiendo a las neuronas de
la via directa en el DMS o el DLS (Figura 12-A1; 12-B1). De igual forma, se
realizé una prueba de extincion después de la adquisicion.

Los animales que recibieron auto-inhibicion+reforzador en el DLS,
seleccionaron la accion que guiaba a la auto-inhibicion (p<0.05, ANOVA,
Figura 12-A2) (dia 7 de adquisicion animales DLSp1-cre/arch3.0-eYFP: Presiones en
la palanca de auto-inhibicién+reforzador=74+/-19 versus presiones en la
palanca con sélo reforzador=25+/-9 n=7, p<0.05, prueba de Wilcoxon; Figura
12-A3). Mientras que los animales que recibieron auto-inhibicién en el DMS
seleccionaron la accion que guiaba solo al reforzador (p<0.05, ANOVA, Figura
12-B2) (dia 7 de adquisicion animales DMSp1.cre/arch3.0-eyFp: presiones en la
palanca sélo con reforzador= 67+/-16 versus presiones en la palanca con auto-
inhibicion+ reforzador= 14+/-8; n=6, p<0.05, prueba de Wilcoxon; Figura 12-
B3).

Al comparar los cocientes de seleccion por compartimentos, DLS contra
DMS, observamos una diferencia por compartimento (p<0.05, ANOVA; Figura
12-C1) (dia 7 animales DLSp1.cre/arch3.0-eyFp COCiente de preferencia= 77+/-4,
n=7 versus DMSp1_cre/archz.0-eyFp COCiente de preferencia= 29+/-15, n=6; p<0.01,
U de Mann-Withney; Figura 12-C2) , que se mantuvo en la prueba de extincién
(Figura 12-C3).
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Figura 12. La inhibicion en las neuronas de la via directa selecciona o evita una accion
dependiendo del compartimento que se manipule.

A1 y B1) Esquemas de rebanadas coronales mostrando donde quedaron las marcas de las
fibras para manipulacién en animales D1-Cre/Arch-eYFP en el DLS (n=7) o DMS (n=6).

A2 y B2) Presiones por palanca de los animales manipulados en el DLS o DMS
respectivamente a lo largo de la fase de adquisicion (*p<0.05, ANOVA).

A3 y B3) Numero de presiones por palanca el ultimo dia de la adquisicion en el DLS o DMS
(*p<0.05, prueba de Wilcoxon).

A4 y B4) Numero de presiones por palanca el dia de la prueba de extincién en el DLS o el
DMS (*p<0.05, prueba de Wilcoxon).

C1 - C3) Cociente de seleccién comparado la inhibicién de la via directa por compartimento

durante la adquisicion y (*p<0.01, ANOVA; C1), durante el ultimo dia de adquisicion (C2) o
durante la extincién (C3).

Nuevamente, y dado que los resultados de inhibir a la via directa en el
DLS resulté contrario a lo que el modelo clasico de la via directa postulaba (se
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esperaba que la inhibicibn de esta via generara evitacion de la accién que
guiaba a la auto-inhibicién de esta via), decidimos realizar un nuevo grupo de
animales DLSp1-cre/archs.0-eyrp al cual también se le realiz6 un protocolo de
ensayo reverso. El ensayo reverso pregunta si los animales pueden actualizar
la accion realizada dado un cambio de contingencia (cambiarles la palanca que
les daba auto-inhibcion para ver si la identifican) (ver métodos seccion 7.7).

Para este nuevo grupo (n=4) realizamos un cociente del numero de
palanqueos [(Palanca inhibicidn+reforzador*100)/Palanqueos Totales en
ambas palancas= (PE*100)/PT], normalizandolo al primer dia de adquisicién y
luego al primer dia del ensayo reverso. Desafortunadamente de este grupo de
cuatro animales, 3 se perdieron tres en el transcurso del experimento. Del
animal restante observamos que mostré un cambio en su preferencia respecto
al primer dia de adquisicion, y el mismo cambio en el ensayo reverso,
seleccionando la palanca que les daba aunto-inhibicion (Figura 13). Este
animal, a posteriori, mostro la apropiada implanatacion de fibras Opticas en el
DLS, corroborando que en efecto la seleccion de una accién que guia a la
inhibicion de la via directa en el DLS es seleccionada.

Adquisicién normalizada Reversal normalizado

AP:0.38
ML:+2.5
+2.4

1 Seleccion

Cociente normalizado a
Cociente normalizado a
primer dia

0.+ : . : Y o777
0 2 4 6 g [Evitacion 0 2 4 6 8 10 12 14
Sesiones Sesiones

Figura 13. La accién que guia a la inhibicidon de la via directa en el DLS es seleccionada
en la adquision y el ensayo reverso de una contingencia.

A) Rebanadas del animal D1 sometido al ensayo reverso, note la marca de las fibras en el
DLS, auto-fluorescencia debida a complicaciones del montaje.

B) Cociente de seleccion por animal normalizado al dia inicial durante la fase de adquisicion.

C) Cociente de seleccidon por animal normalizado al dia inicial durante la fase del ensayo
reverso.
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8.3 Los experimentos control de la inhibicion de las vias estriatales
sobre la realizacién de acciones guiadas por reforzador

Para verificar que la seleccién o evitacidon de acciones observadas al
inhibir a las neuronas estriatales no se debiera a la iluminacion o el posible
calor inducido por la misma (30 mW, puede cambiar la temperatura; Stujenske,
2015) y no a la inhibicién, realizamos experimentos como los antes descritos
en animales que estuvieron sujetos al mismo procedimiento de palanqueo pero
que solo expresaban eYFP. En este caso, no se observd una seleccion
consistente de acciones de los animales por la palanca que presentaba auto-
inhibicion+reforzador ni durante la adquisicion (p>0.05, ANOVA; Figura 14A; 3
A2A eYFP laterales; 4 A2A eYFP Mediales; 1 D1 eYFP Lateral: 1 D1 eYFP
Medial: n=1), ni durante el ultimo dia de la adquisicién (dia 7 palanca solo con
reforzador=56+/-11  versus presiones en la palanca con auto-
inhibicion+reforzador=45+/-16; Figura 14B), ni en el dia de prueba de extincion
(eYFP: presiones en la palanca con auto-inhibicion+reforzador=45.44+/-50.52
versus presiones en la palanca con reforzador=56.11+/-49.87; n=9, p>0.05,
prueba de Wilcoxon; Figura 14C).
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Figura 14. La inhibicion de las neuronas en animales control no indujo preferencias.

A) Presiones por palanca de los animales control (p>0.05, ANOVA), en verde las presiones de
la palanca con auto-inhibicion+reforzador y en negro las presiones de la palanca de sélo
reforzador.

B) Numero de presiones por palanca el ultimo dia de la adquisicion (p>0.05, prueba de
Wilcoxon).

C) Numero de presiones por palanca el dia de la prueba de extincién (p>0.05, prueba de
Wilcoxon).
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8.4 Inhibicion de las vias estriatales en una prueba de preferencia de
lugar en tiempo real

Para evaluar si los resultados de la prueba de palanqueo pudiesen estar
influenciados por la competencia entre los efectos de la inhibicién de las vias y
la obtencién de un reforzador, decidimos correr una segunda prueba
instrumental, la cual no requiere reforzador (pellet). Dicha prueba consistio en
poner a los animales en una caja de acrilico (similar al campo abierto) el cual
se dividié virtualmente en cuatro cuadrantes permitiendo la inhibicion de las
neuronas estriatales s6lo en uno de estos compartimentos (ver métodos
seccion 7.8). De este experimento observamos que al inhibir a las neuronas de
la via indirecta en el DLS o en el DMS hubo una preferencia por el cuadrante
que inhibié a esta via (DLSa2a-cre/archz.0-evrp: cuadrante inhibicion=6.5+/-0.6 min
versus cuadrantes sin inhibicion=4.1+0.3 min)(DMSa2a-cre/archz.0-eyFp: cuadrante
inhibicion =6.920.9 versus cuadrantes sin inhibicion=3.7+£0.3; p>0.05, prueba
de Wilcoxon; Figura 15A-B). Cocientes de preferencia: DLSa2a-cre/Arch3.o-
evyFp=60+/-3, Nn=14, DMSa2a_cre/Arch3.0-eyrp=63+/-4, n=9; p<0.05 Figura 15C).
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Figura 15. La inhibiciéon de la via indirecta, en un protocolo de preferencia de lugar en
tiempo real, induce preferencia por el cuadrante de inhibicion.

Cociente de seleccion

A y B) Tiempo en cuadrante con inhibicion (verde) versus sin inhibicién (gris) en animales en
los que se inhibié6 a la via indirecta en el DLS (A) o en el DLS (B). *p<0.05, prueba de
Wilcoxon.

C) Cocientes a partir de los datos de A y B, *p<0.05, prueba de Wilcoxon contra 50.

Al evaluar a los animales que recibieron inhibicion en esta misma prueba
de preferencia de lugar en tiempo real en la via directa observamos que soélo
los animales que recibieron inhibicién en el DMS presentaron una evitacién por

el cuadrante con inhibicion (DMSp1-cre/archs.o-evrp: cuadrante inhibiciéon=1.3+/-0.2
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min versus cuadrante sin inhibicion=4.5+/-0.4 min; n=4, t de Student; Figura
16A-B). Cocientes de preferencia (DLSpi1-cre/arch3o-evrp cCOCiente  de
preferencia=56.14+/-4, n=4, DMSp1-cre/Arch3.0-eYFP cociente de
preferencia=22.02+/-2, n=4; p<0.05 contra 50%= no preferencia, prueba de

Wilcoxon; Figura 16C).
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Figura 16. La inhibicion de la via directa en el DMS, en un protocolo de preferencia de
lugar en tiempo real, induce evitacion del cuadrante de inhibicion.

A y B) Tiempo en cuadrante con inhibicion (verde) versus sin inhibicion (gris) en animales en
los que se inhibi6 a la via indirecta en el DLS (A) o en el DLS (B). *p<0.05, t de Student.

C) Cocientes a partir de los datos de A y B, *p<0.05, prueba de Wilcoxon contra 50.

Esta misma prueba de preferencia de lugar en tiempo real en animales

control no reflejo preferencias (Figura 17).
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Figura 17. Los animales control no mostraron preferencia de lugar en tiempo real.

8.5 Correlacion entre los efectos de inhibicion en la seleccion de
acciones versus la preferencia de lugar en tiempo real

Con la finalidad de corroborar los resultados de la inhibicion hasta ahora

descritos, se hipotetizd que si los efectos observados dependiesen de la
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magnitud de la inhibicion deberiamos observar una correlacion entre los

efectos por animal en las diferentes pruebas evaluadas. La Figura 18A

muestra una correlacion significativa entre los cocientes de seleccion del ultimo

dia de la adquisicion y los valores en la prueba de preferencia de lugar en linea

de animales en los que se inhibi6 a la via indirecta en el DLS. Esta correlacion

corrobora que la inhibicion de la via indirecta en el DLS guia a la evitacion de

acciones guiadas por reforzador y facilita la preferencia de lugar en linea
dependiendo de la magnitud de la inhibicion. Este mismo analisis, en los otros

sets de experimentos requiere un mayor numero de animales antes de poder

asignar una correlacion o su ausencia (Figura 18B-D).
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Figura 18. Correlacion entre el efecto de inhibir a las neuronas de la via indirecta en el

DLS en la prueba de seleccion de acciones y la preferencia de lugar en tiempo real.

A) Correlaciéon entre el cociente para seleccionar una accién (dia 7 de la adquisicién) y la
preferencia de lugar en tiempo real (r=-0.93 n=6, *p<0.01, correlacién de Pearson).

B, C y D) Igual que A para dos animales en los que se inhibi6 a la via indirecta en el DMS (B),
cuatro animales que se inhibieron en la via directa en el DLS (C) y 3 animales en el DMS (D).

Mas animales son requeridos en B-D.
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8.6

Inhibicién de las vias estriatales sobre la locomocién

Para evaluar la posible influencia de la actividad estriatal sobre la
locomocion de los animales, inhibimos transitoriamente la actividad de las vias
por compartimento (DLS y DMS) y evaluamos su efecto sobre el
desplazamiento horizontal. Para este analisis, separamos los ensayos en
ensayos en los que la inhibiciébn ocurri6 cuando el animal se encontraba en
bajo movimiento (es decir, se encontraba moviéndose muy lento al momento
de la inhibicion), y ensayos en los que la inhibicion ocurrié cuando el animal se
encontraba desplazandose (ver métodos seccién 7.10).

Siguiendo este analisis, observamos que la inhibicion de la via indirecta
en el DLS en comparacion a su inhibicion en el DMS decrementd la locomocion
de los animales en los ensayos rapidos (Figura 19).
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Figura 19. La inhibicion de la via indirecta en el DLS disminuye el desplazamiento de los
animales contrario a su inhibicién en el DMS.

A) Desplazamiento normalizado a un segundo previo a la inhibicién, promedio de ensayos en
los que los animales recibieron la inhibicién cuando estaban en bajo movimiento.

B) Ensayos en los que los animales recibieron la inhibicion cuando se encontraban
desplazandose (*p<0.05; Kruskal-Wallis).
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La inhibicion de la via directa mostré que hubo periodos en que en el
DLS incrementd la locomocién y su inhibicion en el DMS decrementd la
locomocion de los animales, tanto en ensayos lentos como en ensayos rapidos
(Figura 20).
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Figura 20. La inhibicion de la via directa tiene efectos opuestos sobre la locomocion
dependiendo del compartimento estriatal que se manipule.

A) Desplazamiento normalizado a un segundo previo a la inhibicién, promedio de ensayos en
los que los animales recibieron la inhibicién cuando estaban en bajo movimiento (*p<0.05;
Kruskal-Wallis; DMS(n=8); DLS (n=8).

B) Ensayos en los que los animales recibieron la inhibicion cuando se encontraban en ensayos
rapido (*p<0.05; Kruskal-Wallis).

En resumen, la inhibicidbn de las neuronas de las vias estriatales por
compartimento mostro que su inhibicion en el DMS ejercid la modulacion
esperada (inhibicion de la via indirecta: incremento en la locomocion; inhibicion
de la via directa: decremento en la locomocion), pero en el DLS los efectos
fueron opuestos a lo observado en el DMS, enfatizando que la interpretacion
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generalizada de la contribucion de estas vias sobre la locomocion
independiente del comportamiento evaluado es infundada.

9 Discusion

De los resultados observados en este trabajo, identificamos que 1) la
inhibicion de las neuronas de la via indirecta en el DLS evita la seleccién de
una accién guiada por reforzador, mientras que la inhibicién de esta via en el
DMS lo facilita. 2) La inhibicion de las neuronas de la via directa en el DLS
facilita la seleccidn de una accidén, mientras que su inhibicion en el DMS lo
evita. 3) La inhibicion de la via indirecta tanto en el DLS como en el DMS
induce preferencia de lugar en tiempo real. 4) La inhibicion de la via directa en
el DMS induce evitacion pero no en el DLS. 5) La inhibicibn de las vias
estriatales en el DMS tienen efectos opuestos a su inhibicion en el DLS sobre
la locomocidn (ver el resumen de estos efectos en la Tabla 2).

Inhibicion
Prueba
Via indirecta Via directa
DLS DMS DLS DMS
Accion guiada por un reforzador i f ﬁ
Preferencia de Lugar en tiempo real ¢
Locomocion ¢ Cf? ﬁ

Tabla 2. Efectos observados de la inhibicion de las neuronas de las vias estriatales por
compartimento en cada una de las pruebas evaluadas. En negro se muestra cuando lo
observado estuvo de acuerdo al modelo antagonico de las vias estriatales, en rojo cuando lo
observado estd en contra de este modelo. Las flechas en signos de interrogacion son
tendencias observadas que requieren una mayor n de experimentos..
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9.1 Los efectos observados al inhibir a las vias estriatales en el DMS
concuerdan con el modelo antagénico de las vias de los GB

Trabajos previos, apoyando el modelo funcional antagdnico de las vias
estriatales, han mostrado que la activacion de la via directa promueve la
seleccidon de acciones y la generacion de movimientos, mientras que activacion
de la via indirecta induce la evitacion de acciones y decrementa los
movimientos (Durieux et al., 2012; Kravitz et al., 2012; Tai et al., 2012). A partir
de estas evidencias era esperado que la inhibicion de las vias estriatales
tuviera efectos opuestos a su activacion. Los resultados de este trabajo
muestran que al inhibir la via directa o indirecta en el DMS, en un protocolo de
seleccion de acciones (Figura 10-B2; Figura 11-B2), en la preferencia de lugar
en tiempo real (Figura 15B; Figura 16B), o en la evaluacién de sus efectos
sobre la locomocién (Figura 18-19, barras en color obscuro) concuerdan con
dicha prediccion. Por lo tanto, concluimos que la contribucidn de las vias
estriatales, al igual que lo previamente reportado, es antagonica.

9.2 Los efectos observados al inhibir a la via indirecta en el DLS difieren
del modelo antagoénico de las vias de los GB

La literatura actual no permite hacer una prediccién acerca de lo que
deberiamos observar como resultado de las inhibiciones de las vias estriatales
en el DLS, so6lo permite decir que su inhibicion no podria tener los mismos
efectos que en el DMS. Por ejemplo, la delecion de las neuronas de ambas
vias en el DLS no tiene el mismo efecto sobre la locomocidon de los animales
(Durieux et al., 2012).

De nuestros resultados, la inhibicién de la via indirecta en el DLS mostré
efectos contrarios al DMS en la seleccion de acciones (durante la adquisicion;
Figura 10A1-A2) y sobre la locomocion (Figura 19-20), y similares al DMS en
ausencia del reforzador, en la prueba de preferencia de lugar en tiempo real
(Figura 15A).
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¢Por qué la inhibicion dela via indirecta en el DLS genera efectos
contrarios a su inhibicién en el DMS?

En primera instancia, la explicacion es que estos compartimentos
estriatales son parte de circuitos de interconexion que reciben entradas de
diferentes de cortezas y que, se hipotetiza, mantienen este flujo de informacion
de manera paralela a lo largo de los GB y su inervacion sobre el talamo (Florio
Tiziana M., et. al., 2018; Gerfen CR. t al.,, 1990) (Figura 4). Esta idea es
apoyada por datos de este mismo estudio, en los que observamos que las
inervaciones de neuronas de la via indirecta que se originan en el DMS versus
el DLS sobre su salida inmediata, el GPe, muestran territorios diferentes de
inervacion (Figura 21). Y por la literatura que muestra que el GPe esta
involucrado en la seleccion de acciones, dependiendo de subterritorios dentro
de este nucleo (Suryanarayana SM., et al., 2019).

Inyeccion DMS Inyeccion DLS

Figura 21. Rebanadas coronales a nivel del globo palido externo (GPe mostrando la inervacion
de la via indirecta cuando se inyecté una proteina reportera en las células estriatales de esta
via en el DMS (izquierda) o en el DLS (derecha). Notese la distribucion diferencial de axones
dentro del GPe.

¢, Como se explica que la inhibicién de la via indirecta halla tenido un
efecto similar al manipular el DMS o el DLS?

En la tarea de seleccion de acciones compiten dos mecanismos: 1) el
efecto reforzante de recibir un pellet por la accién (presionar una palanca), y 2)
el efecto de la inhibicion de la via. Dado que la inhibicion de los
compartimentos de la via indirecta tuvo un efecto similar en la prueba de

preferencia de lugar (en ausencia del reforzador), la idea de que la
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competencia entre estos dos mecanismos mencionados explique la diferencias
observadas es plausible. Adicionalmente, el haber observado un efecto en los
animales en los que se inhibi6 a la via indirecta en el DMS pero no en el DLS,
en la prueba de extincién sostiene el argumento de que estos dos procesos
compitieron teniendo efectos diferenciales. Definir el por qué estos procesos
compiten de manera diferencial dado el compartimento estriatal implicado debe
ser motivo de estudios futuros. Otra posible explicacion es que la inhibicion de
la via indirecta en el DLS interfiere con los circuitos sensomotores (afectando el
movimiento), lo cual podria ser negativo para la seleccion de una accion. En
linea con esta explicacion, esta el hallazgo de que la inhibicion de esta via en
el DLS sobre la locomocidén de los animales mostré disminuir su

desplazamiento (ver Figura 19 y tabla 2).

9.3 Los efectos observados al inhibir las via directa en el DLS difieren
del modelo antagénico de las vias de los GB

En lo que respecta a las inhibiciones de la via directa en el DLS, en todas
las pruebas evaluadas, su inhibicion reporté efectos positivos (contrarios) a lo
observado en el DMS (y a lo esperado por el modelo antagdnico). Al igual que
para la via indirecta la explicacion, en primera instancia, es atribuible a que
estos compartimentos estriatales son parte de circuitos de interconexion que
reciben entradas y tienen salidas que se integran diferencialmente de acuerdo

al compartimento (ver Figura 4y 21).

¢éPor qué la inhibicién de la via directa en el DLS en la prueba de
seleccidén de acciones es positiva?

Para contestar estableceremos por qué su inhibicion en el DMS es
negativa. El DMS participa en la codificacién del valor de las acciones (Kravitz
et al., 2012; Frank MJ. et al., 2012; Tai Lung-Hao, et al., 2012), por lo tanto si
un animal es expuesto a elegir entre dos acciones que son positivas pero una
de ellas es pareada con la inhibicién del DMS, es de esperarse que el animal
elija la accioén que no inhibe al DMS. Esto es lo observado cuando se inhibi6 a
la via directa en el DMS. Usando este argumento entonces podemos concluir
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que el DLS no codifica un valor positivo de la accion, porque cuando inhibimos
a la via directa en este compartimento de hecho los animales prefieren la
accidn asociada a su inhibicion (ver Tabla 2). Por lo tanto, para explicar que la
inhibicion del DLS sea positiva tenemos que recurrir a una explicacion alterna
como que la inhibicidn de los circuitos sensomotores sea positiva per se. En
linea con esta explicacion, esta el hecho que los animales prefieren la
estimulacién de esta via aun en ausencia del reforzador (prueba de preferencia
de lugar en tiempo real) (Figura 16A). Y también en linea esta el hecho de
que su inhibicion parece facilitar la locomocion de los animales (Figura 20).

En conclusion, nuestros datos muestran evidencia de que la contribucion
de las vias estriatales en el DLS es diferente a sus contribuciones en el DMS.
Proponemos que la generalizacion de las funciones de la vias es inapropiada o
debe actualizarse con la evidencia presentada. En apoyo a esta idea estan
resultados recientes en los que diferentes regiones del estriado (estriado
anterior versus posterior) contribuyen de manera diferencial a la generacion de
conductas (Guo L. et al., 2018; Akam T. et al., 2017).
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10 Conclusiones generales

Este trabajo de tesis muestra que la inhibicién de las vias estriatales tiene
efectos diferenciales dependiendo del compartimento estriatal en donde se

manipulen:

1. La inhibicién de las vias del estriado dorsomedial gener6 efectos
consistente con el modelo clasico de contribucion antagdnica sobre
la seleccion de acciones y sobre la locomocidn.

2. La inhibicion de las vias estriatales en el estriado dorsolateral tiene
contribuciones incompatibles con el modelo clasico:

* La inhibicion de la via indirecta en el DLS es negativa para la
seleccion de una accion y para la locomocion, pero no para la
preferencia de lugar. Suponemos interfiere con la apropiada
seleccidn de acciones.

* La inhibicién de la via directa es positiva para la seleccion de
una accion, para la locomocion y para la preferencia de lugar.
Suponemos es independiente de la codificacién del valor de un
reforzador pero si impone un valor positivo.

3. La contribucion de las vias estriatales no se pueden generalizar para

todo el estriado.
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