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Resumen

La corteza sensoriomotora (cortezas somatosensoriales y motoras) desempefia un papel diferente
en la modulacion de los movimientos voluntarios, la regulacion de las aferencias sensoriales y la
organizacion de la informacion motora en las estructuras subcorticales relacionadas con el control
motor. Aun se desconoce en gran medida si los diferentes roles de la corteza sensorimotora son
llevados a cabo por subpoblaciones diferentes de Neuronas del Tracto Piramidal (NTP). En este
estudio, analizamos el papel funcional de dos clases de NPT de la capa 5b que proyectan hacia la
médula espinal (neuronas del tracto corticoespinal) y el ndcleo rojo (neuronas del tracto

corticorrubral).

El objetivo principal de este estudio fue caracterizar la participacion de los tractos corticoespinal y
corticorrubral durante la ejecucién de un movimiento voluntario de palanqueo, con la finalidad de
determinar si estos dos tractos tienen una participacion diferencial o complementaria durante

diferentes fases y parametros cinematicos del movimiento.

Comparamos la inhibicién selectiva optogenética de las neuronas corticoespinales (CS) o
corticorrubrales (CR) de la corteza sensorimotora durante los movimientos de presionar una palanca.
Asi, analizamos el rendimiento del movimiento durante la preparacion, el tiempo de reaccion, el

inicio y toda la ejecucion en ratas Wistar hembra entrenadas en una tarea condicionada operante.

Durante la fase de entrenamiento, las trayectorias de movimiento muestran gradualmente menos
variabilidad y se vuelven mas estereotipadas. Sin embargo, la fotoinhibicion de las neuronas CS'y
CR modifica diferencialmente los parametros cinematicos: duracion y velocidad de las trayectorias
de movimiento, lo que sugiere que ambas clases de NPT tienen roles diferentes en la integracion

sensorimotora.



Abstract

The sensorimotor (somatosensory and motor cortices), has a different role modulating
voluntary movements, regulating the sensory afferences and organizing the motor information into
the subcortical structures related to motor control. It is largely unknown if the different roles of
sensorimotor cortex are carried out by distinct subtypes of pyramidal Tract Neurons (PTN). Here, we
analyzed the functional role of two classes of PTNs of layer 5b projecting to the spinal cord

(corticospinal tract neurons) and red nucleus (corticorubral tract neurons).

The main objective of this study was to characterize the involvement of the corticospinal and
corticorubral tracts during the execution of a voluntary rocking movement, to determine whether these
two tracts have a differential or complementary participation during different phases and kinematic

parameters of the movement.

We compared selective optogenetic inhibition of sensorimotor cortex corticospinal (CS) or
corticorubral (CR) neurons during lever pressing movements to analyze movement performance
during preparation, reaction time, onset, and all the execution in 8 female Wistar rats trained in an
operant conditioned task.

During the training phase, movement trajectories gradually display less variability and
become more stereotyped. However, the photoinhibition of CS and CR neurons differentially modify
the kinematic parameters: duration, and velocity of the movement trajectories, suggesting that both

classes of PTNs have different roles for sensorimotor integration.



Antecedentes

El estudio del control motor es uno de los temas fundamentales para las neurociencias.
Existen multiples tractos relacionados con el control y ejecucidon de movimientos voluntarios gruesos
y finos, siendo el tracto corticoespinal (TCE) el mas estudiado hasta la fecha. Este tracto tiene su
origen en las cortezas somatosensoriales y motoras, principalmente. Sus proyecciones descienden
por la capsula interna y pedunculos cerebrales antes de alcanzar la zona ventral del bulbo raquideo
donde cruzan la linea media formando la decusacién de las piramides. La localizacién de las fibras
del TCE en la médula espinal va a diferir dependiendo de la especie. En el caso de los roedores en
su mayoria llegan al asta dorsal y en menor medida al asta lateral y ventral de la médula espinal
(Olivares-Moreno et al.,, 2021; Ueno et al.,, 2018; Lemon, 2008). La existencia de diversas
proyecciones corticales a la médula espinal, via el TCE, sugiere una posible organizacion de dichos
circuitos que involucran la integracion sensoriomotora (Lemon, 2008). Experimentos recientes han
demostrado que el TCE organiza las diferentes eferencias de la corteza hacia la médula espinal, de
forma jerarquica durante las diferentes fases del control motor (Olivares-Moreno et al., 2017a, 2019;
Ueno et al., 2018).

Otra estructura relevante en el control motor es el tracto corticorrubral (TCR) el cual recibe
diversas eferencias corticales, principalmente de la corteza motora. En los primeros estudios, se
describe que las proyecciones del TCR, tienen una organizacion somatotopica (Rinvik & Walberg,
1963), teniendo una participacion en los movimientos ejecutados principalmente por las
extremidades anteriores al iniciar y finalizar el movimiento (Jarratt & Hyland, 1999). Por otro lado, se
planteaba que el TCR no tenia una participacién directa con la movilidad, si no, que era un tracto por
el cual viajaba la informacion encargada de la regulacién inhibitoria de entradas de informacién que
se dirigian al tracto rubroespinal (TRE) (Humphrey & Rietz, 1976). No obstante, en estudios mas
recientes, se conoce que conduce informacién que participa en el control de los movimientos mas
finos de la mufieca al ejecutar una tarea motora (Ishida et al., 2016, 2019a). Uno de los ultimos
hallazgos descritos para este tracto, es su participacién posterior a una lesion del TCE, donde se ha
observado que adquiere un papel preponderante en la recuperacion de funcionalidad para la
ejecucioén de tareas motoras, posterior a un periodo de rehabilitacion (Ishida et.al., 2019) o tras la

exposicién a entrenamiento fisico (Zhang, Ch. et al, 2017).

Es asi como, en el actual proyecto, se busca explicar como es que el TCE y el TCR colaboran
en conjunto, mediante la evaluacién cinematica de una actividad motora de palanqueo. Asimismo,
se busca identificar qué fases de la ejecucidon motora, previamente aprendida, se ven afectadas en

la ausencia de cada unade las dos vias, por medio de la inhibicion optogenética por fotoestimulacion.



Marco Tebrico

Corteza Sensoriomotora

La corteza sensoriomotora (cortezas somatosensoriales y motora primaria) es la encargada
de la integracion y ejecucion de los movimientos. Esta corteza se encarga de modular las aferencias
sensoriales y, simultdneamente organiza la informacion motora de estructuras subcorticales
relacionadas con el control motor, movimiento voluntario, y muscular (Kalambogias & Yoshida, 2021;
Moreno-Lopez et al., 2016). Dentro de la corteza sensoriomotora podemos encontrar diferentes
poblaciones de neuronas, pero aquellas que principalmente son encargadas de la modulacién y
control del movimiento se encuentran en la capa 5, las cuales, tiene diferentes caracteristicas
funcionales, morfolégicas y genéticas (Economo et al., 2018; Rojas-Piloni et al., 2017a). Estas
subpoblaciones de las neuronas hacen referencia a una posible diferenciacion en la funcionalidad y
participacidn en la planeacion y ejecucion del movimiento en sus diferentes etapas (Economo et al.,
2018; Isomura et al., 2009), siendo capaces de procesar y segregar dicha informacion a las distintas
estructuras subcorticales relacionadas con dichos procesos. Las conexiones directas entre la corteza
sensoriomotora y la médula espinal representan una parte de los posibles tractos que pueden
participar la planeacion y ejecucion del movimiento como las vias corticotalamicas, corticoestriatales,

corticoespinales, corticoreticulares y corticorrubrales. (Basista & Yoshida, 2020)

Corteza Motora:

La corteza motora tiene una participaciébn importante para la coordinacién, postura y
movimientos corporales, asi como en el aprendizaje de nuevos movimientos (Macias et al., 2022;
Papale & Hooks, 2018; Qian et al., 2019). Esta corteza contiene en su mayoria neuronas piramidales
e interneuronas, que suelen tener una participacion diferencial dependiendo de la etapa de
aprendizaje (Macias et al., 2022; Serradj et al., 2023), movimientos especificos (Veuthey et al., 2020),

0 musculos activados (Warriner et al., 2022).

Dentro de la corteza motora de roedores se han identificado, por medio de microestimulacion
intracortical, trazadores neuronales y mas recientemente por canales de rodopsina tipo 2 que son
sensibles a la fotoestimulacién a través de optogenética.(Akintunde & Buxton, 1992; Asboth et al.,
2018; Ishida et al., 2016; Qian et al., 2019) dos &reas motoras encargadas del movimiento de las
extremidades delanteras conocidas como: 1) Area rostral de la extremidad delantera 2) Area caudal
de la extremidad delantera. Ambas areas estan relacionadas y se cree que tienen una conexion por
la cual ejecutan diferentes acciones en el movimiento y ademas la activacion de una suele activar la

otra.
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Corteza Somatosensorial:

El procesamiento de la informacién sensorial tiene una organizacion jerarquicay requiere de
la integracion de mdltiples estructuras desde el sistema nervioso periférico (SNP) hasta el sistema
nervioso central (SNC) (Grimsley et al., 2013). Diferentes estimulos, como visuales, olfativos, tactiles,
propioceptivos, etc., son procesados principalmente por la corteza somatosensorial primaria (S1) y
secundaria en los roedores (S2). Estudios mas recientes han sugerido que la corteza
somatosensorial no solo se encarga del procesamiento de la informacion sensorial, sino que también
puede regular directamente los patrones motores y proporcionar retroalimentacion constante para la
correccion de los movimientos (Petersen, 2021). Esto se lleva a cabo a través de diferentes tractos
descendentes, como el TCE (Macias et al., 2022), el TCR y el tracto corticopontino (TCP) (Lopez-
Virgen et. al 2023).

Estos hallazgos indican que la ejecucion de los movimientos voluntarios no es exclusiva de
la corteza motora primaria (M1), ya que la corteza somatosensorial (S1) también desempefia un
papel directo en su ejecucion y retroalimentacion (Petersen, 2021; Macias et al., 2022; Lopez-Virgen
etal., 2023). Esto resalta la importancia de la interaccion entre la corteza somatosensorial y la corteza

motora en la generacion y regulacién precisa de los movimientos voluntarios.

Neuronas del tracto piramidal

La neocorteza de lo mamiferos contiene neuronas piramidales excitatorias e interneuronas
locales (principalmente inhibitorias). Las neuronas piramidales son el tipo de neuronas mas
abundantes y existen practicamente en todas las capas de la corteza con excepcién de la capa 1.
Un grupo heterogéneo estéa constituido por las ubicadas en la capa 5b de la corteza conocidas como
neuronas empenachadas de la capa 5 o neuronas del tracto piramidal (NTP) (Currie et al., 2022;
Economo et al., 2018; Ramaswamy & Markram, 2015; Rojas-Piloni et al., 2017a).Las NTP tienen el
soma de forma piramidal y como caracteristica particular del axén y sus dendritas basales y apicales,
diferenciandose de las neuronas intratelencefalicas (IT), las cuales tiene axones y dendritas que se
comunican interhemisféricamente. Ademas, las NTP tienen como caracteristica que proyecta a
diferentes nucleos subcorticales como la médula espinal, nlcleos talamicos posteromedial, coliculo
superior, nucleo pontino, nacleo rojo (NR) y cuerpo estriado. Estas neuronas se ha visto que
principalmente proyectan de manera individual a estos nucleos subcorticales, sin embargo, pueden

llegar a tener colaterales que proyectan a mas de un blanco (Kita and Kita, 2012).

Este grupo de neuronas se conoce que tienen la capacidad de tener control sobre la

ejecucioén de los movimientos voluntarios debido a su comunicacion directa con la médula espinal y
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los nucleos subcorticales relacionados con la motricidad. Se sugiere que se segregan en diferentes
subpoblaciones neuronales que tienen como propiedad diferentes caracteristicas y funciones de
acuerdo con el blanco de proyeccién al cual derivan. (Akintunde et al., 1992; Groh A. et al., 2009;
Rojas-Piloni et al., 2017; Economo et al., 2018). Estas neuronas, reciben informacion de neuronas
inhibitorias y excitatorias intracorticales, cortico-corticales y de estructuras subcorticales, siendo
capaces de integrar informaciéon sensorial proveniente de los distintos circuitos de los blancos
subcorticales a los cuales proyectan. Ademas, de tener caracteristicas morfoldgicas, genéticas,

moleculares y fisiolégicas distintas, dependiendo de estos blancos (Rojas-Piloni et al., 2017b).

Tracto Corticoespinal

Una clase particular de NTP forman el TCE, siendo esta la conexion mas directa de la corteza
cerebral con la médula espinal. Esta proyeccion participa en el control motor ejecutando una de las
principales funciones sobre el movimiento voluntario a nivel cortical, subcortical y en médula espinal
(Miller, 1987; Moreno-L6pez et al., 2016; Welniarz et al., 2017). Ademas de esta funcion también se
ha reportado que tiene control descendente de las aferencias, regulacion de nocicepcion,
movimientos voluntarios distales, reflejos y las actividad inhibitoria o excitatoria de las motoneuronas

y control autonémico.(Lemon & Giriffiths, 2005; Lopez et al., 2021)

El TCE ha sido el mas estudiado para el control y ejecucion del movimiento, sus
proyecciones derivan de la capa 5b de la corteza sensoriomotora, incluyendo el area motora primaria
(M1), &rea motora secundaria (M2), area motora somatosensorial primaria (S1) y area
somatosensorial secundaria (S2) (Hira et al., 2013; Kalambogias & Yoshida, 2021; Nelson et al.,
2021), para finalmente contactar con la médula espinal. El TCE conforman diferentes poblaciones y
subsistemas que se encargan de regular ordenadamente las aferencias sensoriales y generar las
eferencias motoras a lo largo de ldmina intermedia y ventral de la sustancia gris de la médula espinal
contactando con interneuronas premotoras (Lemon, 2008; Moreno-Lépez et al., 2016; Nelson et al.,
2021). La participacion del TCE ha sido estudiada en diferentes especies, sin embargo, este tracto

cuenta con diferentes caracteristicas entre los mamiferos y primates (Basista & Yoshida, 2020).

Actualmente, se reconoce que las neuronas del TCE estan organizadas segun su hodologia,
sugiriendo que cumplen con diferentes funciones en la ejecucion motora debido a la clasificacién
jerarquica. Las neuronas del TCE forman parte de una red compleja que regula diferentes circuitos
espinales relacionados con el control sensoriomotor (Macias et al., 2022; Moreno-Lépez et al., 2016;
Olivares-Moreno et al., 2019). La organizacién jerarquica del TCE permite la transmisién de sefiales
motoras desde la corteza cerebral hacia la médula espinal, donde interactian con las motoneuronas

y contribuyen al control preciso de los movimientos (Lemon et. al., 2008).

12



Tracto Corticorrubral

El tracto corticorrubral (TCR), esta constituido por otra de las subpoblaciones de las NTP.
Este tracto a diferencia de TCE ha sido poco explorado. Se conoce, que sus proyecciones derivan

de la corteza sensoriomotora para finalmente contactar con el nacleo rojo (Basile et. al., 2021).

El nicleo rojo, el cudl es el blanco de proyeccion del TCR, esta conformado de dos regiones,
la parvocelular y la magnocelular. La region parvocelular del nacleo rojo (pNR), se ubica de manera
rostral y es caracterizada por neuronas pequefias (20 um) y medianas (20-25 um). Este manda
proyecciones a la oliva inferior y posteriormente al ndcleo dentado del cerebelo (Basile et al., 2021).
Por otro lado, la region magnocelular del nicleo rojo (MNR), se encuentra mas caudalmente y
contiene neuronas de tamafio gigante (>40 um). De esta region deriva el TRE, el cual manda sus
proyecciones al lado contralateral de la médula espinal decusando por el tegmentum ventral del
mesencéfalo (Basile et al., 2021; Cacciola et al., 2019; Ishida et al., 2016, 2019; Olivares-Moreno et
al., 2021).

El TCR es reconocido principalmente por su participacion en los movimientos de las
extremidades anteriores. Se ha observado que las neuronas del TCR muestran una mayor actividad
al inicio y al final de los movimientos de alcance (Jarratt & Hyland, 1999). Sin embargo,
investigaciones mas recientes han revelado nuevas contribuciones del TCR. Se ha descubierto que
el TCR puede actuar como una via alterna una vez que el TCE ha sido lesionado, desempefiando
un papel crucial en la recuperacién del movimiento de las extremidades anteriores (Ishida et al.,
2016, 2019) y en la locomocién (Asboth et al., 2018) después de un periodo de rehabilitacion.
Ademas, mediante la aplicacion de inhibicién optogenética selectiva, se ha observado que la
manipulacién del TCR puede alterar la trayectoria de un movimiento previamente aprendido y

aumentar los tiempos de reaccion (Lopez-Virgen et al., 2022).
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Lesiones y plasticidad de los tractos corticoespinal y corticorrubral

Los accidentes cerebro-vasculares (AVC), traumatismos craneoencefélicos (TCE) y las
lesiones medulares (LM) son unas de las principales causas que el sistema motor y sensorial se
pueden ver afectados. (Basile et al., 2021; Ishida et al., 2016, 2019a; Morris et al., 2011; Qian et al.,
2019; Siegel et al., 2015). Estas patologias, suelen ser reflejadas con disfunciones en la planeacién
y ejecucion del movimiento (Ueno et al., 2012). Existen diferentes mecanismos y vias que influyen
a regenerar ciertos circuitos neurales los cuales contribuyen a una recuperacion funcional del
movimiento (Hira et al., 2013; Ueno et al., 2012). Estos mecanismos incluyen plasticidad sinaptica,
neurogénesis y nuevos brotes axonales, reportados en médula espinal, asi como, una
reorganizacion cortical y en estructuras subcorticales involucradas con la ejecucién y planeacion de
la motricidad (Asboth et al., 2018; Ishida et al., 2016; Qian et al., 2019).

Las vias alternas que se han reportado que se involucran en la recuperacion de la motricidad
producidas por lesiones del TCE son principalmente la via CR, rubroespinal, corticoreticular (Asboth
et al., 2018; Glover & Baker, 2022; Isa et al., 2019). Dependiendo de la zona de lesién, ya sea,
cortical, medular o en estructuras subcorticales involucradas con la motricidad, se veran involucradas
vias alternas para la recuperacion de la movilidad y la funcionalidad en mamiferos (Asboth et al.,
2018; Ishida et al., 2016, 2019a; Rachwani et al., 2015). La pérdida y por lo tanto la rehabilitacién de

la motricidad dependera del sitio, extension y gravedad de la lesion.

La via corticorrubral junto con la rubroespinal son los principales tractos que se ha
demostrado que participa en la recuperaciéon funcional de las extremidades, posterior a una lesion
en la via corticoespinal, relevando la funcidon de esta posteriormente a 7 dias después de llevar
rehabilitacion (Isa et al., 2019; Ishida et al., 2016, 2019a).

La recuperacion espontanea, o después de una rehabilitacion, se debe principalmente a la
plasticidad de las fibras intactas del TCE que quedan en la zona de la lesion y por las fibras del TCR
y corticofugales que estan cercanas a la zona, ademas, de la plasticidad del tracto rubroespinal

posterior a una piradoctomia.(Siegel et al., 2015)
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Planteamiento del Problema

Las lesiones de la via corticoespinal es uno de los principales motivos por los cuales la
motricidad voluntaria gruesa y fina se pueden ver afectadas, ademas de ser una condicién
discapacitante. No obstante, existen diversas vias que se han reportado que contribuyen a la
ejecucién del movimiento, como la corticorrubral. Sin embargo, se desconoce con total claridad la
contribucién que tienen en el movimiento ambas proyecciones y como su ausencia puede afectar en
un movimiento aprendido. Asi que, en el presente proyecto, se busca conocer si la inhibicién del
TCR afectara la ejecucién de un movimiento de palanqueo previamente aprendido e identificar si

este esta involucrado en el aprendizaje de dicho movimiento.

Previamente se ha planteado que el TCR es una de las principales vias que estan
involucradas en la ejecucién y recuperacion del movimiento posterior a una lesiéon de la via
corticoespinal. Se ha observado que este tracto suele reclutarse en un periodo aproximado de 7 dias
posterior a una lesion, solventando los movimientos realizados anteriormente por el TCE en ratas
(Isaetal., 2019; Ishida et al., 2016, 2019a; Morris et al., 2011; Qian et al., 2019), sugiriendo que esta
via tiene un papel fundamental en la ejecucion de movimientos finos de las extremidades anteriores
(Morris et al., 2011). Debido a que actualmente se conoce que grupos de neuronas que conforman
el tracto piramidal estan organizados jerarquicamente, se busca justificar como el TCR esta

involucrado y organizado dentro de la ejecucion del movimiento.
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Hipodtesis

H1. Si las neuronas corticoespinales y corticorrubrales constituyen sistemas distintos para el

control sensoriomotor, entonces, la interrupcién del flujo de informacién en sus vias de proyeccion

afectard diferencialmente los parametros cinematicos de un movimiento.
HO: La interrupcion del flujo de informacion de las neuronas corticoespinales

corticorrubrales no afecta diferencialmente los parametros cinematicos de un movimiento.

Objetivos

Objetivo General

y

Determinar el papel de las neuronas corticoespinales y corticorrubrales sobre los parametros

cinematicos de un movimiento de palanqueo.

Obijetivos especificos

1. Analizar los cambios que sufre la dinamica temporal de un movimiento de palanqueo
durante el proceso de aprendizaje en un paradigma de condicionamiento operante.

2. Analizar el papel que tiene las vias corticoespinal y corticorrubral sobre la dindmica
temporal de un movimiento de palanqueo mediante la inhibicién optogenética selectivas de estas
vias.

3. Analizar los cambios en el desempefio de un movimiento de palanqueo durante el
proceso de un aprendizaje motor.

4. Analizar las diferencias que tienen las vias corticoespinal y corticorrubral sobre el

desempefio de un movimiento de palanqueo.
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Material y Métodos

Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 21 dias de edad, mantenidas en condiciones de
temperaturay luz controlada (23+°C, con unciclo de 12 h de iluminaciény 12 h de oscuridad iniciando
a las 7:00 h), con acceso a alimento ad libitum (Lab Diet-5001). Los animales se mantuvieron en
condiciones de bioterio y se manipularon 3 a 4 dias previos a la tarea conductual con la finalidad de
habituarlos. En la habituacion, los animales fueron tomados y manipulados por el experimentador
aproximadamente por 15 a 20 minutos diarios donde los pesaba y posteriormente los colocaba en
diferentes puntos de la caja habitacién hasta que estos ya permitian ser tocados. Los experimentos
se llevaron a cabo de acuerdo con las normas del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia
(protocolo No. 073) y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999.

Conducta

Las ratas se expusieron a una restriccion de agua 24 horas antes del inicio de la primera
sesion de entrenamiento, la cual se mantuvo durante todos los dias excepto los fines de semana
durante los cuales se dejaba agua y comida ad libitum. Para fines del presente estudio se trabajé
con una restriccién aguda, en la cual los animales reciben agua durante la sesion y una hora posterior
ad libitum a la tarea conductual.

La tarea conductual fue realizada en cajas color negro de policarbonato con unas
dimensiones de 39 cm de ancho x 47 cm de largo x 20 cm de alto, dentro de un cuarto totalmente
oscuro. Las cajas (Figura 1) estaban conformadas por una luz ubicada en la pared posterior, a la
izquierda de la luz se encuentra una palanca estandar (Lafayette Instrument modelo 80110) a 1.5
cm del piso, arriba de esta se encuentra ubicado la punta de un bebedero el cual esta conectado al
lado derecho de la palanca a 6 cm del piso conectado a una bomba peristaltica (Lafayette Instrument
modelo 80204P (Figura 1). La sesion experimental era controlada automaticamente por medio del
programa Animal Behavior Enviorment Test (ABET Il Standard, Lafayette Instrument version 2.16.1),
encargado de controlar todos los componentes de entradas (input) y salidas (output) dentro de las
cajas de conducta con la finalidad de registrar los eventos en tiempo real que ocurren durante la

sesion.
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Bomba peristaltica

! 47 cm !

Figura 1. Caja para la tarea conductual. Caja para la tarea conductual. La palanca se muestra
en color blanco, el bebedero en color azul y la luz en color amarillo.

Tarea Conductual

Los animales fueron entrenados por medio del condicionamiento operante en libre
movimiento, la cual permite la ejecuciéon de un movimiento voluntario de palanqueo con la pata
delantera izquierda en respuesta a un estimulo luminico. Previamente a esta tarea, los animales
tuvieron 3 sesiones de adaptacion al entrenamiento donde se les presentaba un estimulo luminico
continuo durante toda la sesién, permitiendo asi la asociacién del estimulo y el movimiento de
palanqueo para recibir el reforzador. Durante esta fase de adaptacion, cada vez que la rata

presionaba la palanca recibia un estimulo reforzante de 15 yL de agua.

Posterior a la fase de adaptacién al entrenamiento inicio la ejecucion de la tarea conductual.
La tarea consistié en ensayos en los que aparecia un estimulo luminico (duracién de 700 ms en las
primeras 5 sesiones, 1000 ms las siguientes 10 sesiones y 1300 ms las Ultimas 13 sesiones).
Posterior al apagado del estimulo luminico inicia un tiempo de respuesta de 2000 ms, en el cual el
animal debe ejecutar el movimiento de palanqueo para asi recibir el reforzador. Una vez terminado
el ensayo, comienza un tiempo entre ensayos que varia aleatoriamente entre 2000 ms a 4000 ms
(Figura 2). Un ensayo era considerado correcto cuando el animal respetaba el tiempo del estimulo
luminico y ejecutaba el movimiento de palanqueo durante el tiempo de respuesta (Figura 3a). Un
ensayo incorrecto era considerado de tipo anticipado cuando el animal realizaba el movimiento de

palanqueo durante el estimulo luminico, provocando la suspension de dicho estimulo (Figura 3b) o
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de un error tipo “fuera de tiempo” cuando el movimiento de palanqueo era ejecutado durante el
tiempo entre ensayos. Cuando ocurrian este tipo de ensayos incorrectos, el animal era penalizado y
se enviaba a un tiempo fuera (tiempo aleatorio entre 2000ms — 5000 ms) antes de iniciar nuevamente
un ensayo. Por ultimo, era considerado una omisién cuando el animal no atendia el estimulo luminico

y no ejecutaba el movimiento de palanqueo (Figura 3d).

Los entrenamientos se llevaron a cabo en 5 sesiones a la semana con una duracion de 60
minutos cada una. En cada sesidn se contabilizaban el ndmero de palanqueos, ndmero de

recompensas, las luces a lo largo de la sesién y las omisiones.

Tarea Conductual

Inicio del ensayo

L] 1 1 1

1 Tiempo entre : Tiempo de v Tiempode Tiempo entre [

! ensayos luz ' respuesta ' ensayos '

] ON' 1 []

. : :

Luz. OFF X ,

L] M 1 1 1
Palanca v ! 1 )
' . v OFF \/ '

L] M 1 1 ]

L] M ] ON ]

[ ] : 1 ‘ 1

n 1 ] ” ]
Recompensa® X ! !
n M 1 1 1

" Y : : :

Figura 2. Tarea conductual. La tarea consistia en un tiempo de luz (700 ms-1300ms), tiempo de
respuesta (2000 ms) y el tiempo entre ensayos (2000 ms-4000 ms).
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Figura 3. Clasificacion de los ensayos. A. Ensayo correcto; B. Ensayo anticipado; C.

Ensayo fuera de tiempo; D. Omision.
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Cirugias

Inyecciones de virus pAAV-hsyn-Jaws-KGC-GFP-ER2

Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano (1.2% en O2) (Sofloran® Vet) y se colocaron
en el aparato estereotaxico. Se inyectaron 2 ml de solucién salina subcutédnea y se recubrieron los

0jos con vaselina.

Para las ratas del grupo del TCE se rasuran desde la zona costal hasta la zona occipital,
posteriormente se anestesiaron con isoflurano y se montaron en el aparato estereotaxico. Se inyect6
lidocaina intramuscular en los dos musculos parietales y se fijé la cola a un poste para tensar la
columna vertebral. Se realizé un corte longitudinal en la parte media del dorso desde la apdfisis
espinosa de C2 hasta la apdfisis espinosa de T1. Se separo el tejido conjuntivo y la musculatura de
la parte dorsal hasta llegar a los musculos paravertebrales de la columna cervical, y ser retirados.
Se limpid la zona vertebral y el espacio intervertebral con apoyo de solucion salina y un hisopo para
tener visibilidad de la médula espinal. Se retir6 la duramadre, dejando expuesta la médula espinal y
se inyectd el virus retrégrado pAAV-hsyn-Jaws-KGC-GFP-ER2 (120 nl) por medio de presion
utilizando un capilar calibrado en C4-C5 y C5-C6 del lado izquierdo de la médula espinal (AP: 0.600;
ML:1.00). Después de aplicar presion, se deja la punta del capilar durante 5 minutos esperando que
descienda y perfunda de manera adecuada el virus (Figura 4a). Finalmente, se retir6 la punta y se
suturaron los musculos dorsales con hilo para suturar (Atramat ® Silk USP 3-0) y posteriormente se
cerro la piel (Atramat ® Nylon USP 6-0).

Para las ratas del grupo del TCR se rasuro la zona del crdneo para posteriormente depilar
la parte superior del craneo. Se colocaron dos inyecciones en el musculo parietal de lidocaina
(Piscaina 2%) (0.3 ml y se dejo actuar 1 minuto. Se realiz6 una incision longitudinal en la piel,
posteriormente se hizo una limpieza del tejido conjuntivo y graso que recubre el craneo por medio
de una legra. Una vez limpio y visible el craneo se realizé un trépano con un taladro dental en las
coordenadas de nucleo rojo (AP: 5.7; ML: 1.00; DV: 6.5), para posteriormente realizar la inyeccién
del virus pAAV-hsyn-Jaws-KGC-GFP-ER2 directamente en nlcleo rojo. Se dejd la punta en el sitio
de inyeccién durante 5 minutos y posteriormente se retird (Figura 4b). Finalmente, se suturé la piel
del crdneo con (Atramat ® Nylon USP 6-0). Para el control de dolor se administr6 TRAMADOL ® (25
mg/kg) cada 12 h y para prevencion de infecciones se administr6 Metamizol Sodico (0.1 ml/100 g)

cada 12 horas por 3 dias post-quirdrgicos.
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Implantacién de la fibra 6ptica

Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano (Sofloran® Vet), posteriormente se rasuro el
craneo y se colocaron en aparato estereotaxico. Se inyectaron 2 ml de solucién salina (0.9%)
subcuténea y se recubrieron los ojos con vaselina. Se depil6 el pelaje residual de la zona del craneo,
posteriormente se realizé un corte longitudinal y se limpié el tejido conjuntivo y graso de la parte
superior del craneo. Se realiz6 un trépano con un taladro dental en las coordenadas de la corteza
M1 (AP: 2.20; ML: 2.00; DV: 1.00), mismo sitio donde la fibra (Doric lenses ® de 1 mm de longitud)
fue implantada (Figura 4). Una vez implantada la fibra esta fue recubierta por medio de cemento
dental (Ortho-Jet Power), permitiendo fijarla y ser manipulada durante las sesiones de inhibicion

optogenética.

Tracto corticoespinal Tracto corticorrubral

N A .
— l-\ . JpAAV-hsyn—Jaws-KGC—GFP—ERZ ( 'J\
—~ AN . |

—{

Figura 4. Estrategia de inyeccidn viral. a. Inyeccion en la médula espinal izquierda C4-C5 para la expresion especifica de las
neuronas del TCE: b. Inyeccidn en el ntcleo rojo derecho para la expresion especifica de las neuronas del TCR. M1: Corteza
motora primaria: NR: Nucleo Rojo: ME: Médula Espinal.
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Inhibicion optogenética a través de fotoestimulacion

Inhibicién por optogenética

Para la inhibicion de las neuronas del TCE y TCR se realizd por medio de optogenética. Se
utilizé el equipo Plexon (PlexBright ® Optogenetic Stimulation System) controlado por el software
Radiant ®, a través de pulsos de luz anaranjada (620 nm; 90mW/mm?) en 2 fases del movimiento
de la tarea motora previamente aprendida (Figura 5): 1) Fase durante la luz: El estimulo inhibitorio
estuvo presente durante 1300 ms de manera simultanea mientras el estimulo luminico se encontraba
encendido (Figura 5d). 2) Durante el movimiento: correspondiente al tiempo de respuesta con una
duracion de 2000ms (Figura 5e). (Chuong et al., 2014)

a.
- | N ]
3
(= \ d. Fase de luz
-
T -i/\v
’ Fotoinhibicion
W" e 1300 ms
Luz
1300 ms
[ Palanca
b.
Recompensa
I's "—(1\/ - ~ J
Lo\ =]
~—__ N S~ e. Fase de Movimiento

- Fotoinhibicion
2000 ms

Luz
1300 ms

Palanca

Recompensa

Figura 5. a) Implantacion de la fibra dptica con el cemento dental. b) Expresion especifica de las neuronas del TCE; c) Expresion
especifica de las neuronas del TCR. d) Protocolo de inhibicion en la fase de luz e) Protocolo de inhibicion en la fase de movimiento. M1:
Corteza motora primaria: NR: Nucleo Rojo: ME: Médula Espinal.
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Se realizaron 5 sesiones experimentales con una duracion de 50 minutos en dos grupos 1)
grupo del tracto corticoespinal; 2) grupo del tracto corticorrubral. A ambos grupos a lo largo de las
sesiones se les aplicaron las 2 fases de inhibicién optogenética durante 10 minutos cada una,
ademas, de una fase control con la misma duracion.

Reqistro de la cinemética del movimiento de palanqueo

Para el registro de la cinematica del movimiento de palanqueo se colocaron sensores
infrarrojos sobre la palanca para registrar la trayectoria vertical de un movimiento de palanqueo
durante la tarea conductual (Figura 6). Dichos sensores fueron conectados y registrados de manera
analdgica a través del programa open ephys (Open Ephys Acquisition Board ®) con una frecuencia
de muestreo de 5000 Hz.

<—— Sensor infrarrojo

Figura 6. Esquema de la instalacion del sensor infrarrojo para el registro de las trayectorias del
movimiento de palanqueo.
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Histologia

Al finalizar las sesiones de inhibicion optogenética a través de fotoestimulacion, las ratas
fueron anestesiadas con pentobrabital (PISABENTAL®) 45 mg/kg i.p. y perfundidos
intracardiacamente con 150 ml de PB (Phosphate Buffer) al 0.1 M y posteriormente 150 ml PFA

(paraformaldheido). Las médulas y cerebros se almacenaron por tres dias en PFA a 4°C.

Los cerebros y médulas fueron cortados coronalmente en el vibratomo (Leica ® VT1200 S)
a 70 um de grosor. Finalmente, los cortes fueron montados en portaobjetos para capturar fotografias
en un microscopio de fluorescencia (Apotome Zeiss AXIO Imager.Z1 con objetivo 10x (ZEISS Plan-
APOCHROMAT, NA: 0.45) para observar los sitios de inyeccion, fibra y expresién del virus.

Do
Inyeccion de pAAV-
hsyn-Jaws-KGC-GFP-
ERZ2 en la médula
espinal o en el nicleo D14 D45

rojo. Inicio del entrenamiento de palanqueo Implantacién de la fibra optica

Recuperacién Recuperacion
Expresion del virus

Entrenamiento Jdel movimeinto de palanqueo
Fotoinhibicién

D7 D21 D52
Habituacion a la palanca Inhibicion por optogenética

D60
Histologia

Figura 7. Disefio experimental.
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Anédlisis de Datos

Analisis conductual

Para el andlisis conductual se tomaron en cuenta las 28 de sesiones de entrenamiento de

un movimiento de palanqueo, de los cuales se consideraron dos formas de evaluarla:

1. Efectividad: Se consideran todos los ensayos dentro de una sesion y se

obtiene el porcentaje de aciertos, omisiones y errores de tipo “anticipado”.

100 % Efectividad =  %Aciertos + %Omisiones + %Errores (anticipados)
(Total de ensayos)

2. Desempefio: Se consideran el total de palanqueos dentro de una sesion y
se obtiene el porcentaje de aciertos, errores de tipo “anticipado” y errores de tipo “fuera de

100 % Desempefio =  %Aciertos + %Errores (anticipados) + %Errores (fuera de tiempo)
(Total de palanqueos)

tiempo”.

Se realizaron pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para el andlisis conductual durante las
fases de entrenamiento. Para los datos paramétricos se promediaron todos los aciertos, omisiones
y errores por grupo (n = 14) y se le aplicé una ANOVA de medidas repetidas con una prueba post-
hoc de Tukey’s donde se tomd la primera sesién de entrenamiento como control para evaluar el
aprendizaje y saber a partir de que sesién de entrenamiento los aciertos, las omisiones y los errores

comenzaban a ser significativamente diferentes (p < 0.05).

Posteriormente se hizo una clasificacion de las fases de entrenamiento donde se
consideraron las primeras tres sesiones (1 — 3 sesion) de entrenamiento como “ratas novatas” y las
Ultimas tres sesiones (26 — 28 sesién) como “ratas expertas” para aplicar una T-Student para

comparar entre ambos grupos.
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Identificacion de las trayectorias de los palanqueos

Se extrajo el registro de las 3 sefiales digitales de la luz y 3 analédgicas de la palanca

obtenidas a través del programa de OpenEphys en un archivo de extension “.oebin” (Figura 8).

Rhythm_FPGA-100.0 ¥

Figura 8. Programa OpenEphys para adquisicion de sefiales de interés. Los canales ADC1, ADC3, ADC5 corresponden a la
obtencion de la sefial digital de las luces.

Posterior a la adquisicion del registro y obtencion de los datos se leyeron y analizaron con
un codigo realizado particularmente para la tarea conductual a analizar en MATLAB Simulink ®. Una
vez visualizados los canales en MATLAB todas las sefales cada una de las sefiales fueron
suavizadas, se identificé el umbral y se normalizaron. Todos los canales se alinearon a la primera

luz que aparecio para determinar este como el tiempo cero para todas las sefiales.

Después estas se binarizaron, siendo “0” cuando no habia activaciéon del estimulo
luminico/palanca y “1” cuando se detectaba el mayor cambio de voltaje en el tiempo, indicando el
inicio del estimulo luminico/palanca. (Figura 9).
Una vez binarizados los datos se establecieron ventanas temporales entre los inicios de los estimulos

luminicos para la identificacion de las trayectorias de las palancas y poder clasificarlas en:

. Palanqueos correctos
. Palanqueos incorrectos (anticipados)
. Palanqueos incorrectos (fuera de tiempo)
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Una vez identificados cada uno de estos tipos de palanqueos se alinearon al inicio de la
trayectoria todos los palanqueos segun su clasificacion y se analizaron los diferentes pardmetros

cinematicos.

Estimulo luminico normalizado Trayectoria palanca normalizado

1 T T 1
08 1 08
06 [ 1 06|
04t E 04
0.2 1 02r
Qb b A1 —_— . — . 0
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 [ 8 10 12
«10 x10*
Estimulo luminico binarizado Trayectoria palanca binarizado
1 T T —— um - 1
08 1 08
06 1 0.6
04 1 04
0.2 1 0.2
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
x10* x10*

Figura 9. Normalizacion y binarizacion de los datos. a. Normalizacion de los estimulos luminicos; b. Normalizacion de las
trayectorias de las palancas; c. Binarizacion de los estimulos luminicos; d. Binarizacion de las trayectorias de las palancas

Clasificacién de las trayectorias de acuerdo con el grado de aprendizaje

Se realiz6 una clasificacién de las trayectorias del movimiento de palanqueo de acuerdo con
su grado de aprendizaje considerandose novatos de la sesion 1 a la 3, intermedias de la sesion 13
ala 15y avanzadas de la sesion 26 a la 28. Posteriormente se evaluaron los parametros cinematicos

de cada una de estas clasificaciones.
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Anadlisis de los parametros cinematicos de las trayectorias

Los parametros que se consideraron para el analisis cinematico fueron la duracién del
palanqueo, tiempo de descenso, amplitud, tiempo de reaccién, velocidad, aceleracion y correlacion
entre las trayectorias (Figura 10).

a. Duracion:

La duracion del palanqueo es considerada cuando al presionar la palanca pasa el umbral de

2mm y regresa a la linea base de la sefal.
b. Tiempo de descenso:

Se considera el tiempo de descenso cuando al presionar la palanca pasa el umbral de 2 mm

y llega al punto maximo de descenso de la trayectoria.
c. Amplitud:

La amplitud del movimiento se consideré desde la linea base hasta el punto maximo de
descenso de la trayectoria.

d. Tiempo de reaccion:

El tiempo de reaccion es considerado desde que se apaga el estimulo luminico (sefial go) a
gue la rata presiona la palanca.

e. Velocidad y Aceleracion:

La velocidad y aceleracion fueron obtenidas a través de la férmula de velocidad y aceleracion
instantanea respectivamente.

f. Correlacion de palanqueos:

Para la correlacion de los palanqueos se consideraron todas las trayectorias de los
palanqueos aplicandose una matriz de correlacion el cual permite medir y mostrar las relaciones

entre cada una de las variables simultaneamente.
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Parametros cinematicos

Estimulo
luminico

— Duracién

— V5 Velocidad

——% | Tiempo de reaccion

0.5cm

500 ms !

Figura 10. Paradmetros cinemdticos.

Para el analisis de los parametros cinematicos de todos los palanqueos se aplicé la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Para los datos con distribucion normal se aplicé la prueba
paramétrica de ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Tukey’s y para aquellos que no
cumplian con la normalidad se aplicé la prueba para datos no paramétricos de Kruskal-Wallis con

una prueba post-hoc de Dunn’s.

Anélisis de curvas ROC

Se realiz6 el analisis de las trayectorias de los palanqueos foto-inhibidos por optogenética
para la comparacion por ratas del palanqueo en la fase control, en la fase de luz y en la fase de
movimiento. Para ello, se realizaron la reconstruccién de las trayectorias de los palanqueos en cada
una de las fases de los protocolos de optogenética. Posteriormente, se promediaron todos los
palanqueos para realizar una reconstruccién de la trayectoria promedio por cada uno de los animales
en todas las sesiones de fotoinhibicién y poder ser comparado el palanqueo de la fase control con

las otras dos fases del protocolo (fase de luz y movimiento).

Con la reconstruccion de las trayectorias, se comparé ambas curvas: 1. Control vs. Luz; 2.
Control vs. Movimiento. Para el andlisis de estas curvas, se permutaron los datos 1000 veces para
obtener el valor Area Bajo la Curva del valor ROC (AUROC) y saber en qué punto de la trayectoria
de las fases inhibidas diferia de la trayectoria control de cada uno de los animales. Se consideré que

la trayectoria diferia de la fase control cuando el valor de p <= 0.05.
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Resultados

Resultados conductuales

Durante la tarea conductual, se entrenaron a 14 ratas de las cuales se obtuvieron los
aciertos, errores al apagar la luz y las omisiones de cada una de las 28 sesiones de entrenamiento.
Para fines de comparacion estadistica se aplicé para los resultados distribuidos paramétricamente
una ANOVA de una via y una prueba post-hoc de medidas repetidas de Dunnett’s para cada uno de
los parametros a evaluar de la conducta. Asimismo, se realizé una prueba t-student para comparar

el desempefio de las ratas novatas (Sesion 1 a la 3) y a las ratas expertas (Sesion 26 a la 28).

Aciertos

Se observo que los aciertos por grupo comienzan a aumentar posterior a la primera sesion
de entrenamiento. A partir de la sesién 8, hay un incremento significativo en el porcentaje de aciertos
respecto a la primera sesion de entrenamiento (n = 14; ANOVA de medidas repetidas F = 4.046; p =
<0.0001; Dunnett’'s sesién 1 vs sesion 8: p = .0456). En las Ultimas tres sesiones se alcanzaron el
37.84% + 17.53 de los aciertos indicando que las ratas han aprendido la tarea (Figura 11a). Al
comparar las ratas novatas (sesion 1) contra las expertas (sesion 28) se observo que al ser expertas
estas aumentaban sus aciertos significativamente (n = 14; Prueba t-Student para datos no pareados:
t=9, df =82; p = 0.0001) (Figura 11b).

Omisiones

El ndmero de omisiones fue en decremento durante el entrenamiento, teniendo una
diferencia significativa entre la primera y séptima sesion de entrenamiento (n = 14: ANOVA de
medidas repetidas F = 4.525; p = <0.0001; Dunnett’s sesion 1 vs sesion 5: p = .0110). Se observé
un decremento de omisiones de las primeras tres sesiones de entrenamiento con un 80.96% + 13.55
respecto a las Ultimas tres sesiones de entrenamiento a un 41.98% + 21.60 (Figura 11c). Este mismo
fendbmeno se observa en la comparacion de ratas novatas contra expertas las cuales, disminuyeron
significativamente el porcentaje de omisiones (n = 14; Prueba t-Student para datos no pareados: t =
9.908, df = 82; p < 0.0001) (Figura 11d).
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Errores anticipados

En las primeras tres sesiones de entrenamiento, las ratas presentan un porcentaje de errores
del 7.8% = 5; sin embargo, a partir de la sesién 5 (n = 14: ANOVA de medidas repetidas F = 3.476;
p = 0.0001; Dunnett’'s sesion 1 vs sesion 5: p = .0411) estas incrementaron sus errores,
manteniéndose de manera constante con un promedio del 17.83% + 7.873 en las Ultimas 3 sesiones.
En cuanto a la comparacion del grupo de ratas novatas contra las expertas no se observo una
diferencia significativa (n = 14; Prueba t-Student para datos no pareados: t = 7.511, df = 82; p <
0.0625) (Figura 11f).

El incremento gradual de los aciertos, acompafiado de un mantenimiento en errores y las
omisiones con un importante decremento, permite concluir que la tarea conductual fue aprendida por

las ratas.

32



a. Aciertos
100
80
)
S -
(4 2
w 60 sane
g o ssse .:‘_
o N ~ - 2 o= T Y
‘T 40 T - = + i °
< T ‘ - IR XN  §
Te eo0, e oo A0
20FTTTe] ] ‘ e | £ i
..o B [ Rt St il
0 - 1 T L _I 1 1 1 1 1
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28
# de sesion
C. Omisiones
100 +
[ ) T B T . x e
’\; Be L i T T T = > e
< 1~|e © =
@ = 0.%2%¢0 Foe=T
g 60 [ Jaal } ° b
s | | i L ] L Y PPy I\ ‘
@ 3 = [ ]
= 40 | S =
E i 1 Ll Lle
o .= N & 4
20
o L L L 1 L L L 1 L J
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28
# de sesion
e. Errores
100
)
S
Nt
w 80
©
3
T
£ 60
7]
o
S
w 40
)
: =
g =
= 20 - * =
r_Tel
' P o ®
0 N - L =S
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28

# de sesion

100r

80

Porcentaje (%)

Aciertos (%)

KX XX

p=0.00001

L

100r

80f

60F

Porcentaje (%)

40t

20¢

Novatos

Sesiones

Omisiones (%)

KKK X

Avanzados

"

' p=0.00001

"

100r

80F

Porcentaje (%)

Novatos

Avanzados

Sesiones

Luces suspendidas (%)

Novatos

Avanzados

Sesiones

Figura 11. Resultados del desempeiio conductual. Cédigo de color indica: en rojo la primera sesion de entrenamiento con la que fueron
comparadas las demds sesiones de entrenamiento; en verde la sesiones que no tuvieron cambios significativos respecto a la primera sesion
y en azul marino aquellas sesiones que tuvieron diferencias significativas respecto a la primera sesion de entrenamiento. a. Porcentaje de
aciertos por grupo; b. Comparacion de aciertos de ratas novatas contra las expertas; c. Porcentaje de omisiones por grupo; d. Comparacion
de omisiones de ratas novatas contra las expertas; e. Porcentaje de errores al suspender la luz; f. Errores de ratas novatas contra las
expertas. (n = 14; ANOVA de una via con prueba post-hoc Dunnett’s).
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Clasificacién de las trayectorias de acuerdo con su grado de aprendizaje

Se realizdé una clasificacion de acuerdo con el grado de aprendizaje en ratas novatas
(sesiones 1 ala 3), intermedias (sesiones 13 a la 15) y avanzadas (sesiones 26 a la 28), se analizaron
las trayectorias del movimiento de palanqueo de cada una de ellas. La figura 12 ejemplifica las
trayectorias de movimiento de una rata segun su grado de aprendizaje del movimiento donde se
observa que en las sesiones donde los animales eran novatos presentan movimientos menos
estereotipados (Figura 12) y la correlacion de los palanqueos entre ellos es menor (R = 0.5943). En
etapas intermedias (Figura 12b) se empieza a ver una homogeneidad en las trayectorias
aumentando su grado de correlacion entre los palanqueos (R = 0.726). Finalmente podemos
observar que las ratas expertas (Figura 12c) tenian una mayor correlacién entre si (R = 0.8550) y las

trayectorias se muestran mas estereotipadas.

Novato Intermedio Experto
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Figura 12. Representacion de las trayectorias de palanqueos correctos de las ratas en diferentes fases de aprendizaje. a. Trayectorias de ratas
novatas y su nivel de correlacion; b. Trayectorias de ratas intermedias y su grado de correlacion; c. Trayectoria de ratas expertas y su nivel
decorrelacion.

El cédigo de color indica en colores cdlidos (amarillos) una mayor correlacion entre los palanqueos y en colores frios (azules) una menor correlacion
entre los palanqueos.
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Parametros cinematicos de las ratas en las diferentes etapas de aprendizaje

Duracion

La duracion de los palanqueos fue decrementando conforme las sesiones de entrenamiento
transcurrian, encontrandose diferencia significativa entre las ratas novatas vs intermedias y entre las
ratas intermedias vs avanzadas. Las ratas novatas obtuvieron un promedio de duracién de
palanqueo de 0.9210 + 1.150 s; las intermedias una media de 0.9060 + 0.8832 s y las avanzadas
0.7665 + 0.7382 s. (n = 14; Kruskal-Wallis H = 93.91; p = <0.0001; Dunn’s novatos vs avanzados p
=<0.0001; Dunn’s intermedios vs avanzados p = <0.0001) (Figura 13a).

Tiempo de descenso

El tiempo de descenso del palanqueo de las ratas novatas fue de 0.5504 + 0.18939 s; las
intermedias de 0.5416 +0.1713 sy de las avanzadas 0.5276 +0.1596 s mostrandose una diferencia
significativa en el tiempo de descenso del palanqueo entre los novatos vs. intermedios (n = 14;
Kruskal-Wallis H = 124; p = <0.0001 ; Dunn’s p = <0.0001), novatos vs. avanzados (n = 14; Dunn’s
p = <0.0001 ) e intermedios vs. avanzados (n = 14; ANOVA de una via F = 27.57 ; p = <0.0001 ;
Dunn’s p = 0.0003) demostrandose que conforme van aprendiendo la tarea motora el tiempo de

bajada se vuelve mas rapido (Figura 13b).

Amplitud

Conforme a la amplitud con la que la palanca descendia para realizar la trayectoria cuando
las ratas novatas tenian una media de 1.020 £+ 0.3061 cm; en etapas intermedias de 1.059 + 0.2866
cm y en avanzadas el movimiento disminuia su amplitud a 0.8540 + 03097 cm, encontrandose
diferencias significativas entre los tres grupos de aprendizaje (n = 14; Kruskal-Wallis H = 907.4; p =
<0.0001; Dunn’s novatos vs intermedios: p = 0.0001; Dunn’s novatos vs avanzados p = <0.0001;

Dunn’s intermedios vs avanzados: p = <0.0001) (Figura 13c).
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Tiempo de reaccién

Los tiempos de reaccion fueron disminuyéndose conforme transcurrian las sesiones de
entrenamiento comenzando en los novatos con 0.4782 s + 0.2740 s, intermedios con 0.4215 *
0.2851 s y avanzados con 0.3547 * 0.2623 s siendo estos tiempos significativamente diferentes
entre los tres grupos de aprendizaje (n = 14; Kruskal-Wallis H = 158.9; p = <0.0001; Dunn’s novatos
vs intermedios p = 0.0003; Dunn’s novatos vs avanzados p = <0.0001; Dunn’s intermedios vs
avanzados: p = <0.0001) (Figura 13d).

Velocidad

La velocidad de los palanqueos a lo largo de las sesiones fue disminuyendo debido a que
los novatos palanqueaban a 79.06 + 42.30 cm/s, los intermedios 77.17 + 44.23 cm/s y los avanzados
69.55 + 52.70 cm/s, con una diferencia significativa entre los grupos de los novatos vs los avanzados
y los intermedios vs avanzados (n = 14; Kruskal-Wallis H = 329.3; p = <0.0001; Dunn’s novatos vs.
intermedios p = 0.0247; Dunn’s novatos vs avanzados p = <0.0001; Dunn’s intermedios vs
avanzados p = <0.0001) (Figura 13e).

Aceleracion

Al igual que la velocidad la aceleracion de los palanqueos disminuyé conforme pasaban las
sesiones de entrenamiento siendo que los novatos aceleraban con una media de 0.09837 * 48.94
cm/s?, los intermedios con 0.3181 + 43.51 cm/s? y los avanzados con 0.01492 + 35.84 cm/s?. A pesar
de la diminucién de la aceleracion no se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
(Figura 13f).
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Figura 13. El movimiento de palanqueo se perfecciona conforme avanza el entrenamiento.En cédigo de color se muestra: En mostaza a las ratas
novatas; color azul a las ratas intermedias y en color verde a las ratas avanzadas. a. Duracion del movimiento; b. Tiempo de descenso de la
palanca; C. Amplitud del movimiento,; D. Tiempos de reaccion; E. Velocidad; f. Aceleracion. (n = 14; prueba Kruskal-Wallis con prueba post-hoc
Dunn’s)

En los grdficos de cajas se representa con: asterisco (*) el promedio de cada uno de los grupos; linea horizontal (-) la mediana,; cada uno de los
puntos (.) son los datos en bruto. Los bigotes representan la desviacion estdndar de los datos. Los violines observamos la distribucién de los
datos.



Inhibiciones optogenéticas

Expresién del virus pAAV-hsyn-Jaws-KGC-GFP-ER2

Se corrobor6 la expresion del virus retrégrado por medio de la confirmacion del sitio de
inyeccion del virus del grupo de corticoespinales en C5 (Figura 14a) y la expresion de este virus en
M1y M2 en Bregma 2.20 (Figura 14b) con una mayor predominancia de la expresion de estas
neuronas marcadas retrogradamente en M1. Para el grupo de las corticorrubrales se muestra el sitio
de inyeccién en el nucleo rojo derecho (Figura 14d) y la expresion de este virus en M1y M2 en

Bregma 2.20 (Figura 14e) con una mayor expresion a de este grupo de neuronas en M2.

Corticoespinal Corticorrubral

Sitio de inyeccion

(g]

1000 pm 1000 pym

Expresion del virus

Figura 14. Expresion del virus pAAV-hsyn-Jaws-KGC-GFP-ER2. A. Sitio de inyeccion del grupo corticoespinal a nivel de C5; b.
Expresion del virus en Bregma 2.20 en cortezas M1 y M2; c. Amplificacion del sitio de expresion de las neuronas
corticoespinales; d. Sitio de inyeccion del grupo de corticorrubrales en ntcleo rojo derecho; e. Expresion del virus en Bregma
2.20 en cortezas M1y M2; f. Amplificacion del sitio de expresion de las neuronas corticorrubrales.
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Implantacién de la fibra 6ptica

1000 pm

Figura 15. Implantacion de la fibra optica. a. Implantacion de fibra dptica en estereotdxico; b. Corte coronal 2.20 um
respecto a Bregma; c. Corte sagital del cerebro en ML: 2.00 um par corroboracion de implantacion de la fibra en la capa

5b.
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Resultados conductuales de los grupos fotoinhibidos

Corticoespinales

Aciertos

Se obtuvieron 170.6 + 43.63 aciertos durante la fase control; en la fase de inhibicion de luz
106.8 = 47.74 aciertos y en la fase de movimiento de 116.4 + 53.70 aciertos. Se encontraron
diferencias significativas entre los grupos de inhibicion (n = 4; ANOVA medidas repetidas F = 8.410;
p = 0.0386; Tukey’s control vs. luz p = 0.0338) (Figura 16a).

Omisiones

Se obtuvieron 196.3 + 95.86 omisiones en el grupo control; en la fase de inhibicién de luz se
obtuvieron 165.2 + 81.40 omisiones y en la fase de movimiento de 153.8 + 85.17 omisiones. Se
observd una disminucién en las omisiones en ambas fases de inhibicién, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas (n = 4; ANOVA medidas repetidas F = 0.2769; p = 0.7633)
(Figura 16b).

Errores anticipados

En la fase control se obtuvieron 92.40 + 34.46 errores; en la fase de luz los errores
disminuyeron a 80.60 * 43.70 errores y en la fase de movimiento a 80.80 + 41.59 errores. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de inhibicion (n = 4; ANOVA medidas repetidas
F =0.1418; p =0.8692) (Figura 16c).

Errores fuera de tiempo

Se obtuvieron 187.2 + 89.14 errores en la fase control; en la fase de luz 165.2 + 81.40 errores
y en la fase de movimiento 152.8 + 85.17 errores. No se encontraron diferencias significativas entre
los grupos de inhibicion (n = 4; ANOVA medidas repetidas F = 0.6630; p =0.5150) (Figura 16d).
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Figura 16. La fotoinhibicion de las neuronas corticoespinales influye en los aciertos de la tarea conductual. El cédigo de color indica
en azul al grupo control de corticoespinales; en amarillo al grupo inhibido durante la etapa de luz y en naranja al grupo inkibido
durante el movimiento. a. Aciertos; b. Anticipaciones de los palanqueos; c. Palanqueos fuera de tiempo. d. Omisiones de los
ensayos. (n = 4; prueba ANOVA medidas repetidas con prueba post-hoc Tukey’s).

En los grdficos de cajas se representa con: asterisco (*) el promedio de cada uno de bs grupos; la linea horizontal (-) la mediana;

cada uno de los puntos (.) son los datos en bruto; y cada uno de sus cuartiles. Los bigotes representan la desviacion estanda de
los datos. Los violines observamos la distribucion de los datos.
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Corticorrubrales

Aciertos

Se obtuvieron 187 + 48.28 aciertos durante la fase control; en la fase de inhibicién de luz 145
+ 31.76 aciertos y en la fase de movimiento de 142.7 + 55.14 aciertos. A pesar de la disminucion en
los aciertos en ambas fases de inhibicion no se encontraron diferencias significativas entre los grupos
de inhibicién (n = 4; ANOVA medidas repetidas F = 1.804; p = 0.3094) (Figura 17a).

Omisiones
Se obtuvieron 132 + 24.43 omisiones en el grupo control; en la fase de inhibicién de luz se
obtuvieron 88.67 + 37.42 omisiones y en la fase de movimiento de 119.3 + 29.30 omisiones. No se

encontraron diferencias significativas entre las diferentes fases de inhibicién (n = 4; ANOVA medidas
repetidas F = 1.187; p = 0.3937) (Figura 17b).

Errores anticipados

En la fase control se obtuvieron 71.67 * 4.163 errores; en la fase de luz los errores
disminuyeron a 44.33 + 10.21 errores y en la fase de movimiento a 54 + 27.71errores. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de inhibicion (n = 4; ANOVA medidas repetidas
F =2.194; p =0.2719) (Figura 17c).

Errores fuera de tiempo

Se obtuvieron 71.67 = 4.163 errores en la fase control; en la fase de luz 113.3 + 33.23 errores
y en la fase de movimiento 119 + 28.93 errores. No se encontraron diferencias significativas entre
los grupos de inhibicion (n = 4; ANOVA de medidas repetidas F = 8.044; p =0.1027) (Figura 17d).
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Figura 17. La efectividad de la tarea conductual no se afecta con la fotoinhibicion de las neuronas corticoespinales. El cédigo de
color indica en vino al grupo control de corticorrubrales; en amarillo al grupo inhibido durante la etapa de luz y en naranjaal
grupo inhibido durante el movimiento. A. Aciertos; B. Anticipaciones de los palanqueos; C. Palanqueos fuera de tiempo. D.
Omisiones de los ensayos. (n =4; ANOVA medidas repetidas con prueba posthoc Dunn’s).

En los grdficos de cajas se representa con: asterisco (*) el promedio de cada uno de los grupos; la linea horizontal (-) la mediana;

cada uno de los puntos (.) son los datos en bruto, y cada uno de sus cuartiles. Los bigotes representan la desviacion estanda de
los datos. Los violines observamos la distribucdion de los datos.
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Resultados cineméticos de los grupos fotoinhibidos

Corticoespinales

Duracion

La duracion de los palanqueos aumento significativamente por efecto de la fotoinhibicion
optogenética. En la fase control la duracion fue de 1.219 + 1.742 s; en la fase de luz de 1.919 + 1.035
sy en la fase de movimiento de 2.218 + 2.333 s. (n = 4; Kruskal-Wallis H = 17.72; p = 0.0027; Dunn’s

control vs luz p = 0.0002; Dunn’s control vs movimiento p = 0.0046). (Figura 18a).

Tiempo de descenso

El tiempo de descenso disminuy6 significativamente en la fase de inhibicion de la luz,
mientras que en la fase de inhibicién del movimiento aumentd significativamente el tiempo con el
cual descendian la palanca. En la fase control la duracién de descenso fue de 0.4029 s + 0.2176; en
la fase de luz de 0.5436 s + 0.3285 y en la fase de movimiento de 0.3385 s + 0.3956. (n = 4; Kruskal-
Wallis H =126.3; ; p = <0.0001; Dunn’s control vs luz p = <0.0001 ; Dunn’s control vs movimiento p
=0.0312) (Figura 18b).

Amplitud

La amplitud de la palanca disminuyd significativamente en ambos protocolos de
fotoinhibicion. En la fase control fue de 1.077 cm £ 0.3956; la fase de luz de 0.7855 cm + 0.4229 y
en la fase de movimiento de 0.9594 cm + 0.3024. (n = 4; Kruskal-Wallis H = 45.77; p = <0.0001;
Dunn’s control vs luz p = <0.0001; Dunn’s control vs movimiento p = 0.0005) (Figura 18c).

Tiempo de reacciéon

No se observaron diferencias significativas en los tiempos de reaccién por efecto de la
inhibicién en los dos protocolos aplicados. El tiempo de reaccion en la fase control fue de 0.6563 s
+ 0.3956; en la fase de luz de 0.7097 s = 0.3956 0.5789 y en la fase de movimiento de 0.6651 s
0.3956 0.5702. (n = 4; Kruskal-Wallis = 2.662; p = 0.2642) (Figura 18d).
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Velocidad

La velocidad se vio afectada significativamente con una disminucién en ambas fases de la
inhibicién optogenética. La velocidad de los palanqueos en la fase control fue de 105 cm/s + 99.41;
en la fase de luz de 49.63 cm + 52.55 y en la fase de movimiento de 44.97 cm + 40.79. (n = 4;
Kruskal-Wallis H = 142.1; p = <0.0001; Dunn’s control vs luz p = <0.0001; Dunn’s control vs
movimiento p = <0.0001) (Figura 18e).

Aceleracion

No se encontraron diferencias significativas en la aceleracion en ninguna de las fases de
inhibicién. La aceleracion de los palanqueos del grupo de corticoespinales en la fase control tenia
una media de 0.5206 cm/s2 + 34.53; en la fase de luz de 0.5335 cm/s2 + 64.05 y en la fase de
movimiento de 0.3408 cm/s2 + 22.25. (n = 4; Kruskal-Wallis H = 0.6188) (Figura 18f).
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Figura 18. Las neuronas corticoespinales influyen en la duracion, amplitud y velocidad del movimiento. El cédigo de color indica en
azul para el grupo control de corticoespinales; en amarillo para la fase de inhibicion durante la luz y el naranja para la fase de inhibicion
de movimiento. A. Duracion de los palanqueos en las tres fases de inhibicion; B. Tiempo de descenso del palanqueo,; C. Amplitud del
movimiento de palanqueo; D. Tiempo de reaccidn para oprimir la palanca; E. Velocidad del movimiento de palanqueo; F. Aceleracion
del movimiento de palanqueo. (n =4; Kruskal-Wallis con prueba post-hoc Dunn’s)

En los grdficos de cajas se representa con: asterisco (*) el promedio de cada uno de los grupos; la linea horizontal (-) la mediana; cada

uno de los puntos (.) son los datos en bruto; y cada uno de sus cuartiles. Los bigotes representan la desviacion estdndar de los datos.
Los violines observamos la distribucion de los datos.
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Corticorrubrales

Duracion

No se observaron diferencias significativas en la duracion de la palanca entre los grupos de
inhibicién. La duracién de los palanqueos en la fase control fue de 1.883 + 1.281 s; en la fase de luz
de 3.100 £ 3.103 sy en la fase de movimiento de 1.752 + 0.9281 s. (n = 4; Kruskal-Wallis H = 3.750;
p = 0.1534). (Figura 19a).

Tiempo de descenso

El tiempo de descenso mostré una disminucion significativa en la fase de inhibicion de la luz.
El tiempo de descenso en la fase control fue de 0.47479 s £ 0.3215; en la fase de luz de 0.5907 s +
0.4857 y en la fase de movimiento de 0.4992 s + 0.2687. (n = 4; Kruskal-Wallis H = 55.69; p =
<0.0001; Dunn’s control vs luz p = <0.0001) (Figura 19b).

Amplitud

La amplitud del movimiento de palanqueo mostré una disminucién significativa cuando el
movimiento fue inhibido en la fase de luz. La amplitud del movimiento durante la fase control fue de
0.8752 cm + 0.4160; durante la fase de luz de 0.7746 cm £ 0.3893 y en la fase de movimiento de
0.9864 cm = 0.2950. (n = 4; Kruskal-Wallis H = 20.62; p = <0.0001; Dunn’s control vs luz p = <0.0023;

Dunn’s control vs. movimiento p = 0.0417) (Figura 19c).

Tiempo de reaccién

El tiempo de reaccién aument6 en ambas fases de la inhibicién del movimiento, sin embargo,
mostr6 una diferencia significativa cuando este fue inhibido en la fase de luz. El tiempo de reaccién
del grupo control tiene una media de 0.6308 s + 0.3215: el grupo de luz de 0.7667 s £ 0.5474 y el de
movimiento de 0.7051 s + 0.5437. (n = 4; Kruskal-Wallis H = 16.29 p = 0.0003; Dunn’s control vs luz
p = 0.0001) (Figura 19d).
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Velocidad

La velocidad mostré una disminucion significativa cuando el movimiento fue inhibido en
ambas fases, la de luz y la del todo el movimiento. La velocidad de los palanqueos en la fase control
fue de 81.88 cm/s + 87.71; en la fase de luz de 53.73 cm £ 64 y en la fase de movimiento de 30.87
cm + 18.86. (n = 4; Kruskal-Wallis H = 105.7; p = <0.0001; Dunn’s control vs luz p = <0.0001; Dunn’s
control vs movimiento p = <0.0001) (Figura 19e).

Aceleracion
No se encontraron diferencias significativas en la aceleracion en ninguna de los grupos de
inhibicién. La aceleracion de los palanqueos del grupo de corticoespinales en la fase control tenia

una media de -0.40 cm/s2 + 59.05; en la fase de luz de -1.385 cm/s2 + 72.33 y en la fase de
movimiento de 1.391 cm/s2 + 26.87. (n = 4; Kruskal-Wallis = 0.5671) (Figura 19f).
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Figura 19. La fotoinhibicion de las neuronas corticorrubrales influye en la amplitud, el tiempo de reaccion y la velocidad del movimiento.
El cédigo de color indica en vino para el grupo control de corticorrubrales; en amarillo para la fase de inhibicion durante b luz y el naranja
para la fase de inhibicion de movimiento. A. Duracion de los palanqueos en las tres fases de inhibicion; B. Tiempo de desceno del
palanqueo; C. Amplitud del movimiento de palanqueo; D. Tiempo de reaccion para oprimir la palanca; E. Veloddad del movimiento de
palanqueo; F. Aceleracion del movimiento de palanqueo. (n =4; KruskalWallis con prueba post-hoc Dunn’s)

En los grdficos de cajas se representa con: asterisco (*) el promedio de cada uno de los grupos; la linea horizontal {) la mediana; cada
uno de los puntos (.) son los datos en bruto, y cada uno de sus cuartiles. Los bigotes representan la desviacion estdndar delos datos. Los
violines observamos la distribucion de los datos.
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Andlisis de curvas ROC por animal
Corticoespinal

Para el grupo de inhibicién del TCE se encontré que las ratas del grupo inhibidas del TCE tres de los
animales muestran una diferencia significativa antes del inicio del movimiento y a lo largo de toda la
trayectoria en amas fases de inhibicion del movimiento, con excepcién de la rata CE4, la cual,
muestra una diferencia significativa a lo largo de toda la trayectoria en ambas fases de inhibicién del
movimiento (n = 4; Analisis ROC; p = < 0.05) (Figura 20)

Corticorrubral

Para el grupo de inhibicion del TCR se encontraron diferencias significativas en la fase de inhibicion
de luz en todos los animales al inicio del movimiento, mientras que para la fase de movimiento en
tres de ellas se encontré diferencia significativa durante el inicio del movimiento y Gnicamente en una
de ellas el final del movimiento se encontré alterado al final del palanqueo. (n = 4; Analisis ROC; p =
< 0.05) (Figura 21)
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Figura 20. Curvas ROC por rata del grupo de corticoespinales. Se muestran los andlisis de curvas ROC de las cuatro ratas inhibidas optogenéticamente
en la fase control, fase de luz y de movimiento. Las trayectorias en color gris representan las trayectorias de las ratas durante todas las sesiones de

inhibicién optogenética y la trayectoria en color azul marino demuestra la trayectoria promedio del animal en cada una de las fases (CE1 = Animal del
grupo corticoespinal 1; CE2 = Animal del grupo corticoespinal 2; CE3 = Animal del grupo corticoespinal 3; CE4 = Animal del grupo corticoespinal 4) (n =

4; prueba AUROC p =< 0.05)
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Figura 21. Curvas ROC por rata del grupo de corticorrubrales. Se muestran los andlisis de curvas ROC de las cuatro ratas inhibidas optogenéticamente
en la fase control, fase de luz y de movimiento. Las trayectorias en color gris representan las trayectorias de las ratas durante todas las sesiones de
inhibicion optogenética y la trayectoria en color vino marino demuestra la trayectoria promedio del animal en cada una de las fases (CR1 = Animal del
grupo corticorrubral 1; CR2 = Animal del grupo corticorrubral 2; CR3 = Animal del grupo corticorrubral 3; CR4 = Animal del grupo corticorrubral 4) (n =
4; prueba AUROC p =< 0.05)
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Discusién

1. Aprendizaje sensoriomotor

1.1 Aprendizaje de un movimiento de palangueo

En el presente trabajo, por medio de un modelo de condicionamiento operante en libre
movimiento, se entrenaron a ratas hembra Wistar para realizar un movimiento voluntario de
palanqueo después de percibir un estimulo luminico. El entrenamiento se llevé a cabo por medio de
aproximaciones sucesivas de la duracion del estimulo luminico para asociar que esta era la sefial go

y poder realizar el movimiento palanqueo, utilizando como estimulo reforzador el agua.

El aprendizaje motor consiste en el perfeccionamiento de un movimiento a través del
entrenamiento. Se sabe que un movimiento se hace mas diestro durante el aprendizaje debido a que
diferentes caracteristicas como la duracion, velocidad, ejecucién, entre otras mejoran (Papale &
Hooks, 2018; Peters, Lee, et al., 2017a; Peters, Liu, et al., 2017; Serradj et al., 2023). En nuestra
tarea conductual, durante el aprendizaje de la tarea motora de palanqueo, las ratas transcurrieron
por diferentes etapas Inicialmente, el aprendizaje tiene un aspecto sensorial, donde las ratas se
expusieron a aproximaciones sucesivas de la luz para relacionarlo con una sefial “go”.
Posteriormente, un aprendizaje tiene un aspecto de asociacion sensoriomotora (sefal sensorial y
movimiento de palanqueo). Finalmente, una etapa de desempefio de la tarea motora, donde los
animales integraron todos los estimulos con el movimiento de palanqueo y pudo mejorar los
diferentes aspectos cinematicos. (Makino et al., 2016) Es asi como, las ratas durante el proceso de
aprendizaje fueron incrementando sus aciertos conforme iban transcurriendo las sesiones de
entrenamiento, encontrdndose una diferencia significativa a partir de la sesion 8 de entrenamiento
(Figura 11a). Las omisiones de las luces fueron disminuyendo a lo largo de los entrenamientos
siendo estas significativamente diferentes a partir de la sesion 5 de entrenamiento (Figura 11c). Por
otro lado, lo errores se mantuvieron practicamente constantes a lo largo de todas las sesiones (Figura
1le).

Para caracterizar la evolucion del desempefio conductual a lo largo de las sesiones, se
compararon las ratas novatas en las primeras tres sesiones de entrenamiento (sesion 1 a sesioén 3)
con las mismas ratas en un estado mas avanzado (sesion 26 a la sesién 28). Asi, corroboramos que
las ratas aumentaron sus aciertos hasta llegar alrededor del 40% (Figura 11b). En las omisiones se
pudo observar como estas ratas disminuyeron de un 80% de las luces omitidas hasta el 40% (Figura
11d).
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1.2 Optimizacién de un movimiento de palanqueo

Con la finalidad de analizar la optimizaciéon del movimiento de palanqueo se separaron en
tres grupos de aprendizaje a las ratas. La etapa donde las ratas eran novatas (sesién 1 a sesion 3);
la etapa intermedia (sesion 13 a la 15); y la etapa avanzada del aprendizaje (sesién 26 a la 28).
Conforme las sesiones transcurrian, gradualmente las trayectorias de los palanqueos se hicieron
mas homogéneas entre ellas, aumentando su indice de correlacion entre las sesiones (Figura 12).
Asimismo, la duracion (Figura 13a), la amplitud del palanqueo (Figura 13c), el tiempo de reaccion
(Figura 13d) y la velocidad (13e) se vieron perfeccionados con una disminucion en sus tiempos,
demostrandose que el movimiento de palanqueo cada vez era mas estereotipado conforme iban

pasando las sesiones de entrenamiento y las ratas estaban en una fase mas avanzada (Figura 12).

2. Inhibicion optogenética

2.1. Expresién del virus

Para una mayor especificidad en la inhibicion optogenética se inyect6 un virus retrégrado e
la médula espinal para el grupo de corticoespinales y en el nacleo rojo para el grupo de neuronas
corticorrubrales. En concordancia con lo previamente reportado (Akintunde & Buxton, 1992; Miller,
1987; Moreno-Lépez et al.,, 2016; Nelson et al.,, 2021; Olivares-Moreno et al., 2017a, 2019)
encontramos que las neuronas del tracto corticoespinal se distribuyen a lo largo de la corteza M1,
M2, S1, S2, entre otras. No obstante, las neuronas del TCR, se encontraron en menor porcentaje
(Akintunde & Buxton, 1992; Brown, 1974; Lopez-Virgen et al., 2022; Qian et al., 2019) a lo largo de
las cortezas M1, M2, S1y S2 en ratones y ratas.

Para fines de este proyecto, se decidio realizar la implantacién de la fibra 6ptica en la corteza
motora primaria (AP:2.20; ML: 3.00; DV: 1.5) para poder realizar una comparacion del papel que
desempefa cada una de estas subpoblaciones de neuronas en la ejecucidon de un movimiento de
palanqueo. Como se puede observar la abundancia de las neuronas del TCE se encuentran en
mayor abundancia en M1 (Figura 14 b y c) a diferencia de las neuronas del TCR que se distribuyen
con mayor medida en M2 (Figura 14 e y f). La misma distribucién de las neuronas del TCE y TCR
fue descrita en nuestro laboratorio previamente (Rodriguez-Moreno, 2022) por medio de inyecciones
retrégradas observandose que las neuronas del TCE se encuentran con una mayor densidad en la
corteza sensorial primaria para la extremidad anterior, mientras que la mayor densidad de neuronas
del TCR se encontraban en mayor medida en M1. Por esto mismo, se puede confirmar el TCEy TCR

conforman diferentes subpoblaciones de las NTP (Figura 21).
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Figura 22. Mapa de densidad neuronal. A. Densidad neuronal del TCR;
B. Densidad neuronal del TCE. (n = 3) (Tomado de Rodriguez-Moreno,
2022).

2.2. Fotoinhibicién del tracto corticoespinal

A pesar de que, en este trabajo solo se vieron afectados los aciertos durante ambas fases
de inhibicién, en los demds parametros de evaluacion de la efectividad no se encontraron diferencias
significativas. Anteriormente, se ha reportado que la inhibicién de las neuronas corticoespinales en
experimentos en roedores con cabeza fija durante el aprendizaje y en un movimiento aprendido
alteran la ejecucion de este, por medio de la disminucién en los aciertos de las tareas, asi como de
la correlacion de las trayectorias con la que se ejecuta la tarea motora (Peters, Lee, et al., 2017b;
Serradj et al., 2023). En este trabajo, observamos que nuestros animales al estar en un paradigma
de libre movimiento dentro de la caja conductual, disminuyeron en general la productividad en la
ejecucion de la tarea motora. Una de las razones por la cual el animal pudo haber disminuido su
efectividad durante la tarea motora es debido a que no se encontraba fijado de la cabeza frente a la
palanca todo el tiempo cuando se ejecutaba la inhibicion, siendo que el animal decidia no palanquear

0 que en el inicio del ensayo este se encontraba en otro punto de la caja explorando.

En los experimentos selectivos de los tractos por fotoinhibicion para el grupo de
corticoespinales (Figura 18 y Figura 20) se vieron afectados 4 parametros en las diferentes fases de
inhibicién del movimiento. La duracién del palanqueo (Figura 18a) y el tiempo de descenso (Figura
18b), aumentaron su duracidn indiferentemente de la fase del movimiento en la que era inhibido el
movimiento, volviéndose un movimiento mucho mas lento a lo largo de la trayectoria confirmado

adicionalmente por la diminucion de la velocidad (Figura 18e) y amplitud de la palanca (Figura 18c).

Varios estudios ya demostraron estos sucesos donde la corteza motora y las neuronas del
TCE son capaces de modular y codificar diferentes aspectos del movimiento como es la duracion,
direccion, velocidad, trayectorias y fuerza muscular con la cual se ejecuta un movimiento. (Hwang et

al., 2019; Kondo et al., 2018; Warriner et al., 2022). En este sentido, se ha sugerido que existe una
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diversidad funcional de las neuronas del TCE. Es asi como las neuronas corticoespinales que
proyectan al asta ventral y dorsal de la médula espinal, se encuentran segregadas y por lo tanto se
sugiere que participan en el control del movimiento de manera diferencial (Olivares-Moreno et al.,
2017b, 2019). Ademas de reportarse una participacion de ellas tanto al inicio como durante toda la

ejecucion del movimiento (Peters et al., 2017).

Se confirmé que el fenébmeno observado en los parametros cinematicos analizados grupales
coincidian de manera individual para cada una de las diferencias significativas realizado con el
analisis de curvas ROC. La perturbacién del movimiento se llevaba a cabo en el inicio del movimiento
y durante el movimiento, coinicidiendo con las diferencias significativas que se observan en los
parametros cinematicos durante la fase de luz y fase de movimiento. Estos datos confirman que el
fenbmeno observado de manera grupal se repite de manera individual en cada una de las ratas

analizadas (Figura 20).

2.3. Fotoinhibicién del tracto corticorrubral

Por otro lado, la inhibicién selectiva del tracto corticorrubral (Figura 19) altero los pardmetros
cinematicos de manera preferencial cuando el laser se encendia en la fase de luz. Asi, el tiempo de
descenso que hizo mas prolongado (Figura 19b), el tiempo de reaccién aumenté (Figura 19d) y la

amplitud (Figura 19c) y velocidad (Figura 19e) disminuyeron.

Existe poca informacion sobre el papel del TCR en la motricidad, sin embargo, en estudios
en gatos se ha visto que el ntcleo rojo juega un papel importante en el inicio y final de un movimiento
de alcance (Jarratt & Hyland, 1999), asi como en la ausencia del TCE o en una lesién del mismo, el
TCR es aquel que revela la funcién para llevar a cabo un movimiento de la extremidad (Isa et al.,
2019; Ishida et al., 2016).

A diferencia del TCE, la inhibicién en la fase de luz de las neuronas del TCR demostraron
tener un incremento en el tiempo de reaccion antes de presionar la palanca. En antiguos estudios
en gatos (Amalric et al., 1983), se encontré resultado similar al demostrarse una participacion de las

neuronas de NR las cuales disparaban durante el tiempo de reaccion antes de soltar una palanca.

La perturbacién del movimiento observado de manera individual en el analisis ROC para las
ratas del grupo del TCR se se observé al inicio del movimiento, coinicidiendo con las diferencias
significativas que se observan en los parametros cinematicos durante la fase de luz, reafimandose
que la interrupcion del flujo de informacion de este tracto altera la planeacién y el inicio del

movimiento (Figura 21).
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3. Contribucidn de las neuronas del tracto piramidal en el movimiento

Este estudio demostré que las neuronas del TCE y TCR, subpoblaciones de neuronas
piramidales originadas en M1 juegan un rol esencial en el desempefio motor del movimiento de
palanqueo, impactando diversos parametros cinematicos. Estos hallazgos sugieren que estas
poblaciones neuronales contribuyen de manera diferente en la integracion sensoriomotora, lo que
indica que la corteza cerebral puede reorganizar circuitos neuronales para ejecutar un movimiento
previamente aprendido, incluso bajo condiciones de inhibicién (Mathis et al., 2017; Moreno-LApez et
al., 2016).

La diversidad funcional de las NTP ha sido descrita con anterioridad, donde dependiendo de
su blanco de proyeccién estas cumplen con diferentes caracteristicas anatémicas (Rojas-Piloni et
al., 2017a), Ademas de estas caractereisticas que identifican a las NTP, otros autores han descrito
gue dependiendo de su blanco de proyeccion, estas pueden tener una diferente participaciéon en la

ejecucion de un movimiento.

En este sentido, se han incluso clasificado a las NTP de acuerdo con su modulacién en
distintas fases del movimiento, sienod algunas preparatorias y otras de ellas ejecutoras (Economo
et al., 2018). Los resultados del presente trabajo, concuerda con esta idea, ya que se podrian
considerar como preparatorias a las neuronas del TCR, las cuales se vieron afectadas en la fase de
luz; mientras que las neuronas TCE serian mayormente ejuctoras , pues su participacion en el

palanqueo se vio mas afectada durante ambas fases de inhibicion.

Finalmente, este proyecto es uno de los primeros en analizar las diferencias funcionales de los
distintos tipos de neuronas piramidales en el control sensoriomotor. Y permite abrir varios

cuestionamientos que deberan responder futuros estudios, como son:

¢ COmo participan distintas poblaciones de neuronas CE en el aprendizaje motor?
¢,Como se ven involucradas las neuronas CR en el aprendizaje motor?

3. ¢Cbmo la inhibicibn de neuronas del TCE y TCR afectan el aprendizaje de un
movimiento?

4. ¢Cudles subgrupos de neuronas del TCE ejercen copias motoras para la ejecucion

de un movimiento?
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Conclusiones

Las ratas incrementaron los aciertos, disminuyeron las omisiones mantuvieron los errores a
lo largo de las sesiones de entrenamiento, comprobandose que adquirieron un aprendizaje

de la tarea motora.

El movimiento de palanqueo se optimizé y perfecciond los parametros cinematicos
evaluados a lo largo de las sesiones de entrenamiento.

La fotoinhibicién de los tractos corticoespinal y corticorrubral afecta de manera diferencial un

movimiento de palanqueo.

Las neuronas del tracto piramidal tienen un papel diferencial de acuerdo con su blanco de

proyeccion.

a) La fotoinhibicion de las neuronas del tracto corticoespinal en M1 afecta los parametros
cinematicos aumentando la duracién junto con el tiempo de descenso, y disminuyendo
tanto la amplitud como la velocidad de un movimiento de palanqueo en ambas fases de

inhibicion.

b) La fotoinhibicién de las neuronas del tracto corticorrubral en M1 afecta los parametros
cinematicos disminuyendo la amplitud junto con la velocidad del movimiento y
aumentando el tiempo de reaccion para ejecutar el movimiento de palanqueo,

Unicamente en la fase de inhibicién de la luz.
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