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RESUMEN

El ndcleo entopeduncular (EPN) se suele denominar uno de los nucleos de salida de los
ganglios basales debido a su anatomia altamente convergente. EL EPN de roedores se ha
implicado en la codificacién de recompensay valor, mientras que se ha descubierto que el
analogo de primates, el globo pallidus interno, se modula con algunos movimientos y en
algunas circunstancias. En este estudio, se buscé comprender cémo la actividad del EPN
de roedores esta relacionada con el movimiento y otros parametros como la recompensay
la dificultad, en particular durante la locomociéon. También se busco entender si el nucleo
codifica el movimiento a nivel de cuerpo completo o de partes especificas del cuerpo.

Con este fin, se diseid una tarea conductual de eleccidn forzada de dos alternativas de
movimiento libre con dos periodos de desplazamiento (trayectorias de regreso e ida). Tras
entrenar ratones, se registré la actividad del nucelo EPN. Mediante el seguimiento del
animal por video, se analizé la relacion que variables motoras y no motoras tuvieron con la
actividad del nucleo a nivel de células individuales y dindmica poblacionales. Se encontré
una representacion robusta de la recompensa pero no de la dificultad de los estimulos
auditivos. Las variables espacio-temporales explican mejor la actividad el nicleo en
comparacién con variables cinematicas. Se descarté la representacion somatotépica del
movimiento en este nldcleo. Los hallazgos del presente estudio muestran una
representacion compleja y multiplexada de la cinematica del movimiento, en donde el
objetivo del movimiento parece determinar el nivel de representacidn cinematica.
Interesantemente, las unidades que codifican la recompensa pueden también reflejar
parametros del movimiento, desafiando la idea de vias para lelas para estas dos funciones.
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ABSTRACT

The entopeduncular nucleus (EPN) is often referred to as one of the output nuclei of the
basal ganglia owing to their highly convergent anatomy. The rodent EPN has been implicated
inthe coding of reward and value, while its primate counterpart, the internal globus pallidus,
has been found to be modulated by certain movements and in some circumstances. This
study aimed to understand how the activity of the EPN in rodents relates to movement and
other parameters such as reward and difficulty, particularly during locomotion. It also
sought to determine whether this nucleus encodes movement at the level of the whole body
or specific body parts.

To this end, a two-alternative forced-choice task was designed in freely moving animals with
two distinct periods of displacement. After training mice the activity of the EPN was
recorded. Using video tracking, the relationship between motor and non-motor variables
and the activity of the nucleus was analyzed at both individual cell and population dynamics
levels. Arobust representation of reward was found, but not of the difficulty. Spatiotemporal
variables explained the activity of the nucleus better than kinematic ones, and somatotopic
representation of movement in this nucleus was ruled out.

The findings in this study indicate a complex and multiplexed representation of movement
kinematics, where the goal of the movement appears to determine the level of kinematic
representation. Interestingly, the units coding for reward may also reflect movement
paraments, challenging the idea of distinct pathways for these two functions.




INTRODUCCION

Elnucleo Globo Palido interno (GPi) ha sido histéricamente poco estudiado en comparacion
con otras estructuras de los ganglios basales. Sin embargo, tiene una localizacién crucial,
porque se considera la “salida” de los ganglios basales, representando uan convergencia
anatémica notable que se caracteriza por una reduccién en el nimero de neuronas, en
contraste con las areas de entrada. Existen diversas hipdétesis sobre su funcionamiento,
pero la evidencia experimental ha arrojado resultados contradictorios. Ademas, el GPi esta
estrechamente relacionado con enfermedades neuroldégicas que presentan
manifestaciones motoras, como la Enfermedad de Parkinson y diversas distonias,
convirtiéndose en un sitio terapéutico clave para intervenciones terapéuticas (Blomstedt &
Hariz, 2010).

Mientras que el papel del GPi en el movimiento de las extremidades ha sido objeto de
estudio en primates, aun no se ha investigado cémo este nucleo contribuye al
desplazamiento de un animal en libre movimiento. Recientemente, también se ha
comenzado a explorar su implicacion en funciones cognitivas, como la codificacidon de
recompensa y la evaluaciéon de acciones; sin embargo, estos estudios han avanzado de
forma paralela al analisis de su rol en el movimiento.

En este trabajo se propuso abordar la funcién del GPi, o nicleo entopeduncular (EPN) como
se denomina en ratones, de manera mas integral. Se disefio una tarea en ratones en libre
movimiento que involucra una decision, y se registrd la actividad del EPN. A través de
seguimiento por video y un analisis detallado tanto a nivel de célula unica como de
dinamicas poblacionales, se concluyé que el EPN multiplexa multiples variables,
abarcando aspectos cinematicos, espacio-temporales y de recompensa. Este enfoque
integral no solo amplia nuestra comprensién del GPi, sino que pone a prueba algunas de
nuestras hipotesis sobre el funcionamiento de los ganglios basales.
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ANTECEDENTES

El concepto de los ganglios basales

Eltérmino ‘ganglios basales’ es un concepto anatomo-funcional que ha evolucionado desde
su concepcién. Cuando fue acuhado, este término involucraba unicamente a los nucleos
caudado, putamen y globo palido (David Ferrier, 1886). Sin embargo, con el avance en el
estudio de las proyecciones neuronales, hoy en dia el término también abarca el nucleo
subtalamico y la sustancia nigra. Asi, los ganglios basales se conciben como un conjunto
de nucleos subcorticales interconectados por las proyecciones de sus neuronas, un
concepto que ha demostrado ser util para comprenderla funcidon cerebral, dado que se
encuentra evolutivamente conservado (Grillner & Robertson, 2016).

Esta convergencia es particularmente notable por dos razones: 1) el estriado, que actua
como entrada del sistema, recibe proyecciones de practicamente todas las regiones del
cerebro; y 2) la salida presenta una cantidad significativamente menor de neuronas en
comparacioén con la entrada. El estriado recibe proyecciones de casi todas las regiones
corticales, incluidas cortezas motoras, sensoriales y asociativas (Hintiryan et al., 2016;
Hunnicutt et al., 2016). Ademas, también recibe proyecciones originadas en hipocampo
(relacionado con navegacion espacial y memoria), amigdala (involucrado en conductas de
miedo y escape), hipotalamo (importante en homeostasis), el cerebro medio, tdlamo y el
tallo. Esto sugiere que los ganglios basales estarian al tanto de una variedad muy amplia de
informacion, relevante para diversas conductas.

La confluencia de informacién en la entrada de los ganglios basales se torna aun mas
intrigante al considerar la notable disminucidon en la cantidad de neuronas en la salida
(Figura 1A). Este sistema presenta una reduccion drastica en el numero de neuronas, de
entre 2-3 6rdenes de magnitud (Oorschot, 1998). Esta diferencia sugiere un proceso de
sintesis de informacidn. ;Qué sucede entre la entrada y la salida?

Clasicamente se han conceptualizado a los ganglios basales como un embudo de
informacién, donde la informacién fluye desde la entrada (estriado y nucleo subtalamico)
hacia la salida (Globo palido interno y sustancia nigra pars reticulada) a través de dos vias
principales: la via directa y la via indirecta (Figura 1B). Estas vias corresponden a grandes
poblaciones de neuronas estriatales de proyeccién, que no solo difieren en sus sitios de
proyeccion, sino que también expresan distintos receptores de dopamina: las que
proyectan directamente a la salida (via directa, que expresan receptores D1) y las que hacen
de forma indirecta haciendo relevos con nucleos adicionales (via indirecta, que expresan
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receptores D2). Esta propuesta tradicional propone un flujo relativamente simple, sin
embargo, avances en el entendimiento de la anatomia han revelado la existencia de
circuitos intrinsecos que pintan un panorama mas complejo (Figura 1C).

Conectividad clasica C Conectividad moderna
Convergencia anatémica
Cortex Cortex !
/ | / l
| Striatum | Striatum "I
2Dl ©02| [Thalamus | ®01 o2 [ [Thalamus|
l A | \ l A
[GPe | | >
Direct l Indirect i
pathway | pathway .
STN | . ISTN
Vol gy
?SNC and VTAI GPi and ,SN"; {SNc and VTA | GPi and SN(!
Dopamine GABA Glutamate
—_ —_—

Figura 1. La anatomia de los ganglios basales se caracteriza por una convergencia anatémica
desde los niicleos de entrada hasta los nucleos de salida.

A. Los nucleos de entrada de los ganglios basales tienen 2-3 6rdenes de magnitud méas neuronas de
los nucleos de salida. Se ha estudiado la cantidad de neuronas que cada nucleo tiene mediante
técnicas estereoldgicas en la rata. Tomada de (Oorschot, 1998).

B. Clasicamente se ha pensado que la informacidn desde la entrada hasta la salida del estriado
sigue dos grandes vias, la directa y la indirecta.

C. Elestudio de la anatomia en los ultimos afos ha dejado claro que la conectividad es mas
compleja. By C tomadas de (Redgrave et al., 2010)

Desde un punto neuroquimico, la gran mayoria de las neuronas en los ganglios basales son
inhibitorias (gabaérgicas), lo que resulta en un proceso de inhibicién serial. El Unico nucleo
glutamatérgico es el subtalamico. Las neuronas de proyeccion del estriado son gabaérgicas
y también son inherentemente silentes. Sin embargo, el resto de los nucleos tienen
neuronas con actividad intrinseca, por lo que estarian inhibiendo a sus sitios de proyeccion.
Esto también es cierto para los nucleos de salida, que presentan actividad ténica y se cree
que estan continuamente inhibiendo a los sitios a los que proyectan.

Tradicionalmente, los ganglios basales han sido considerados parte del sistema motor, en
particular debido a enfermedades como la Enfermedad de Parkinson (Obeso et al., 2017) y
la Corea de Huntington que presentan claras manifestaciones motoras. Asi, la atencion de
la investigacidon se enfocd en las proyecciones hacia regiones motoras por parte de las
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salidas de los ganglios basales. Sin embargo, hoy se sabe que los ganglios basales también
estan intimamente relacionados con el sistema de recompensa del cerebro (limbico) y que
tiene proyecciones hacia regiones no motoras del cerebro incluidas cortezas asociativas,
tallo, entre otras (Cox & Witten, 2019). Esto sugeriria que los ganglios basales tienen
funciones motivacionales y cognitivas importantes.

Teorias del funcionamiento de los ganglios basales

La necesidad de explicar cual es el funcionamiento de los ganglios basales surgié en parte
porque diversas enfermedades con sintomas motores empezaron a implicar a los ganglios
basales como el origen de la disfuncion. Asimismo, la anatomia tan particular de inhibicion
serialy convergencia ha dado lugar a diversas hipdtesis de cdmo podria estar contribuyendo
a la conducta del animal.

e El modelo de la teoria de disparo: Es una de las teorias que mas ha marcado al
estudio de los ganglios basales. Surgié a partir de observaciones clinicas,
anatdmicas y neuroquimicasy tiene como hipoétesis fundamental que la actividad en
los nucleos de salida estan inversamente correlacionados con el movimiento (Albin
et al., 1989; DeLong, 1990; Penney & Young, 1983). Puesto que los nucleos de salida
tienen actividad ténica, estarian ejerciendo una inhibicion constante del talamo
motory asi del movimiento. Desde el punto de vista de la anatomia clasica (Figura 1)
las vias directa e indirecta serian antagénicas porque ejercerian efectos opuestos
sobre la salida. Este modelo es en particular util para explicar la Enfermedad de
Parkinson, pues ofrece una explicacion de cémo la deplecion dopaminérgica
generaria una sobreactivacion de la salida, por cémo la dopamina ejerce su accion
en los receptores de las neuronas del nlcleo de entrada de los ganglios basales. Si
bien existen evidencias experimentales que apoyan este modelo (Kravitz et al., 2010),
el avance en el entendimiento de la complejidad de la anatomia, asi como las
multiples funciones no motoras en las que se ha implicado a los ganglios basales
limitan el poder explicativo de este modelo.

e Ensambles estriatales y actividad enfocada: Esta teoria postula que en el estriado
existe la representacion espacialmente segregada de diferentes conductas motoras.
Puesto que el estriado tiene diversas entradas de muchas regiones cerebrales,
podrian informar qué conducta es mas apropiada para el contexto del animal. Asi, se
activarian grupos de neuronas (también llamados ensambles) y se seleccionaria, a
través de inhibicion periférica, al mas apropiado. La representacion de una conducta
pasaria de un cddigo espacial en la entrada a uno espacio-temporal en los nucleos
de salida a través de un ‘enfoque dinamico’ (Figura 2A) (Hikosaka et al., 2000; Mink,
2003; Wickens, 1997). Con el advenimiento de la imagenologia de calcio en libre

]
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movimiento varios laboratorios han encontrado cierta evidencia de que se puede
decodificar la conducta motora a partir de ensambles estriatales (Klausetal., 2017;
Markowitz et al., 2018; Parker et al., 2018). Sin embargo, todavia no se conoce si en
efecto existe esta actividad enfocada en los nuicleos de salida. Tampoco ofrece una
explicacidn de las funciones de recompensa que se han encontrado en los ganglios
basales.

e Circuitos paralelos: Una debilidad de ambos modelos previos es que se enfocan
mucho en la funcién motora y dejan de lado diversas proyecciones anatémicas (y
otras funciones en las que los ganglios basales han probado ser importantes). Por lo
mismo, se ha postulado que existen circuitos paralelos para diferentes tipos de
funciones que ademas se encontrarian anatdmicamente segregados (Figura 2B)
(Alexander et al., 1990; Redgrave et al., 2010). Aunque alguna evidencia apunta a que
si hay cierta segregacion en los patrones de proyeccién, existe otra que resalta la
interconectividad interna de los ganglios basales (Figura 1C) y pone en duda esta
idea.
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Figura 2. Teorias sobre el funcionamiento de los ganglios basales.

A. Adaptada de (Wickens, 1997). Se esquematizan diferentes ensambles estriatales con
neuronas activas (en blancoy gris) e inhibicion periférica (en negro) que ‘compiten’ para
enfocar la actividad en los nucleos de salida (GPi/EP/SNr). Se hipotetiza la
transformacion de un patrén espacial a un patron espaciotemporal.

B. Adaptada de (Redgrave et al., 2010). Se postula que existen circuitos de
retroalimentacion paralelos que segregan las diversas funciones que se han atribuido a
los ganglios basales.

Una de las debilidades mas importantes de los modelos hasta ahora es que no explican la
gran cantidad de funciones no motoras que se han comprobado dependen del estriado. La
frecuencia de disparo no explica coémo le estriado estaria involucrado en la flexibilidad
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conductual (Alatriste-Ledn et al., 2020), la generacién de conductas habituales (H. F. Kim et
al., 2015) o el aprendizaje por reforzamiento y la toma de decisiones (Cox & Witten, 2019),
entre muchas otras. Ademas, supone respuestas uniformes de las poblaciones de los
nucleos. Asi, es muy probable que los ganglios basales empleen un algoritmo mas complejo
que la sola frecuencia de disparo para representar informacion. Por otro lado, es probable
que la gran diversidad de informacién de tantas regiones cerebrales que converge en el
estriado apoye un computo mas integral y no tan segregado.

En este contexto, un tema recurrente y fundamental en las propuestas sobre coémo los
ganglios basales realizan el computo de informacion es la necesidad de comprender cémo
las salidas de estos nucleos representan dicha informacion. Asi, destaca la relevancia de
estudiar la actividad de este nucleo con mayor complejidad.

El ndcleo entopeduncular, sun nucleo de salida?

Histéricamente, existié primero un interés en entender como el GPi se relacionaba con la
generacion de movimiento. Durante un tiempo, predomind elinterés en registrar la actividad
de este nucleo en primates no humanos mientras que realizaban movimientos de las
extremidades, generalmente en situacién de cabeza fija. A medida que se fue
comprendiendo el papel de los ganglios basales en la codificacidon de recompensa, también
se empezO a investigar este aspecto en el GPi. Sin embargo, el estudio de estas dos
funciones se ha abordado de manera separada, ignorando asi interacciones integradoras en
este nucleo.

ELEPN y el movimiento

Tradicionalmente, se consideraba que el GPi actuaba principalmente como un centro de
inhibicion para los nucleos de salida de los ganglios basales, modulando asi la actividad
cortical y la iniciacién del movimiento (Albin et al., 1989). Sin embargo, estudios recientes
han demostrado que la actividad neuronal en el GPi no solo es inhibitoria, sino que también
contiene informacidon sobre la intencién motora, el patrén de movimiento y la
retroalimentacion sensorial.

Unavez que se establecio que en efecto las neuronas del GPi disparaban en relacion con la
generacion de movimiento primordialmente voluntario (no pasivo) de las extremidades del
primate (DelLong, 1971), surgid elinterés de comprender qué informacién estaba codificada
en esta actividad. Las primeras hipotesis sugerian que el GPi podria estar involucrado en la
generacion de contraccién muscular a bajo nivel, representando diferentes musculos y
orquestando su contraccién. Por lo mismo, una primera ola de estudios se enfocd en la




hipdtesis de que este nucleo estariainvolucrado con la generacion de contraccion muscular
a bajo nivel, incluso registrando la actividad electromiografica de multiples musculos.
Algunos concluyeron que estas neuronas codifican informacidn relacionada a la cinematica
del movimiento, como por ejemplo a la velocidad, amplitud, fuerza o la duracion (Anderson
& Horak, 1985; Anderson & Turner, 1991; Georgopoulos et al., 1983; Mitchell et al., 1987).
Ademas, se descubrid que la direccion del movimiento resultante esta representada en la
actividad de este nucleo, lo que sugiere una codificacién mas compleja que la mera
contraccidon de musculos individuales (Anderson & Horak, 1985; Mitchell et al., 1987; Turner
& Anderson, 1997).

El uso de registros electromiograficos permitié evaluar con precision la salida motora y
analizar la latencia entre la modulacion del GPiy la actividad muscular, con el objetivo de
determinar si existia una relacién causal. Sin embargo, se observd una considerable
variabilidad en esta latencia; la actividad de las neuronas del GPi no siempre precedia a la
actividad muscular y, en algunos casos, ambas ocurrian siumltaneamente (Mitchell et al.,
1987). Ante estos hallazgos, algunos investigadores sugirieron que el GPi podria estar
modulando la amplitud y fuerza de los movimientos, mas que el patrén de activacion
muscular en si. (Mink & Thach, 1991a).

Con el avance del estudio sobre la codificacién del movimiento en el GPi, emergié un
hallazgo clave: habia una notable variabilidad en como una neurona respondia a
movimientos similares en condiciones diferentes. Se planted la hipotesis de que
movimientos rapidos, conocidos como balisticos, serian gestionados por el cerebelo,
mientras que movimientos mas lentos, dependientes de retroalimentacién sensorial,
estarian a cargo de los ganglios basales (Kornhuber, 1971). Aunque en el putamen de
primates se observd modulacién acrode a esta teoria (Delong, 1973), los experimentos
realizados en el GPi revelaron la complejidad con la que este nucleo representa el
movimiento. En 1991 Mink JW y Thach WT publicaron estudios pioneros que evaluaron la
actividad de neuronas individuales mientras un primate realizaba diferentes tipos de
movimientos de la muneca: rampas, balisticos, lentos, guiados por retroalimentacién
sensorial y autoiniciados (Figura 3A). Aunque el GPi mostraba modulacién para todos los
tipos de movimientos, una neurona especifica podia responder a unoy no a otro, a pesar de
que la salida motora fuera similar. Ademas, estos investigadores concluyeron que la
correlacion entre la actividad del GPi y la cinematica del movimiento era débil e
inconsistente; es decir, podiareflejar la cinematica en ciertos movimentos, pero no en otros,
aunque involucraran la misma extremidad. También notaron que la modulacién del GPi se
producia tardiamente, iniciandose solo una vez comenzado el movimiento (Mink & Thach,
1991b).




Cutsof.

Cued

e,

Rate
{(sp/s)

Position
(deg)

porentioMETEL
a0
sorou: MOTOR

Return

(%o,
70°

Target

TASK |

+
Wrist 600°/ sec 455'

Target (None)

Wrist /\/\/\ ES“

Visually-cued "Ballistic" Step

TASK 5

l=—.5 sec —i

Fast Self-Paced Sinusoid
(Rapid Alternation)

Cued
akeo

Return Cued

2%

(=]
o]

©

Wrist

—_—]
positi

VisStep

Hz AN

N A A s

Return

Cued

¥

START POSN. HOLD
(1.5-35)

Precued

\* \* L %
POST-INSTRUCT.
HOLD (0.7-2.35)

PRE-INSTRUCT.
HOLD (0.7 s)

INSTRUCTION
(0.1/0.5s)

Self-timed,

START POSN. HOLD &

CONTINUOUS
(15-

INSTRUCTION
3s)

CAPTURE VISIBLE
TAR

+
x

x

SELF-INITIATE
TARGET CAPTURE

Sensory
Precued
Self-Timed ==

i
SeEn

Sensory

CAPTURE REMD
TARGET

Precued

+

Self-Timed

Return

oﬂoaoa\ﬁé\a\

e

—
—
N

| S—



Figura 3. La representacion del movimiento en el GPi tiene mucha variabilidad.

A. Se registrd la actividad unitaria de neuronas del globo palido (interno y externo) ante
diferentes movimientos de la mufieca en primates. Algunos de los movimientos estaban
guiados por un estimulo visual (como la Tarea 1) mientras que otros no (como la Tarea 5).
Se muestra la actividad de una unidad que se modula ante la tarea 1 pero no muestra
cambios en la Tarea 5.

B. Modificada de (Gdowski et al., 2001). Se registro la actividad neuronal de GPi en
primates realizando movimientos de mufeca con retroalimentacion visual a diversos
obijetivos. El inicio del movimiento se sefalizé6 mediante un estimulo auditivoy se
recompenso con jugo. Debian regresar la mufieca a la posicion central. Se muestra la
actividad de una neurona ante cuatro diferentes movimientos junto con el regreso de a la
posicién central. Destaca que esta unidad sélo presenta modulacién (incremento en la
frecuencia de disparo) ante el movimiento sefalizado pero no cuando el animal
regresaba la muneca a su posicidn central.

C. Modificada de (Turner & Anderson, 2005) Se entrend a primates a realizar
movimientos de la extremidad superior en dos dimensiones en donde debian colocar la
mano en una posicion central y se les indicaba con una luz a qué posicion periférica
debian moverla. Se plantearon 3 condiciones: sensorial, en donde se indicaba la
posicion periférica al mismo tiempo que se indicaba con un estimulo auditivo que debia
iniciar el movimiento; preguiado, se prende la luz periférica, se apaga, y después se
indica (estimulo auditivo) que se ejecute el movimiento; autoiniciado, en donde se
indica la posicion periférica constantemente y el animal decide cuando realizar el
movimiento.

Se muestra una unidad que se registro ante estas tres condiciones descritas
anteriormente. La frecuencia de disparo (arriba) muestra marcadas diferencias entre la
condicioén sensorialy las otras dos.

La gran variabilidad en las respuestas neuronales del GPi ante movimientos similares se
repitid en varios estudios. Esto generd un impulso por comprender qué condiciones
cognitivas podrian modular este nucleo. Al investigar movimientos secuenciales, se
descubrié que mas alla de la cinematica del movimiento, las neuronas reflejaban la
estructura de la tarea (Brotchie et al., 1991). Ademas, interpretaron que no era la rapidez (o
lo balistico) de un movimiento lo que incrementaba la modulacién del GPi, sino la facilidad
de este. Otro estudio indicé que la dependencia en la memoria era un aspecto importante
en la modulacién del GPi, mostrando una mayor modulaciéon cuando el movimiento
dependia de la memoria (Turner & Anderson, 2005). Ademas, se planted que los
movimientos realizados por una recompensa podrian modular mas efectivamente a las
neuronas (Gdowski et al., 2001). A pesar de las controversias sobre qué factores generan
una representaciéon mas fuerte del movimiento en el GPI, queda claro que el contexto
cognitivo en el que se realiza un movimiento influye significativamente en su modulacién.




La mayoria de los estudios sobre el GPiy el movimiento se han llevado a cabo en primates
no humanos en situacion de cabeza fija, y han estado centrados en el movimiento de las
extremidades. Sin embargo, un estudio realizado en gatos mientras caminaban en una
banda (Mullie et al., 2020) encontré neuronas que respondian al ciclo de la marcha.
Importante, al introducir obstaculos los autores concluyeron que aspectos cognitivos de la
marcha (como evitar obstaculos) también se representaban en este nucleo.

Dado que en diversas partes del cerebro existe una representacion somatotodpica de la
actividad relacionada al movimiento, este ha sido un tema de interés en los ganglios
basales. Como se mencion6 anteriormente, una corriente de pensamiento sugiere que los
ganglios basales estan organizados en circuitos de retroalimentacion paralelos, lo que
implicaria que las regiones de la corteza motora asociadas a distintas partes del cuerpo
también estarian segregadas en los ganglios basales. Si bien ha habido estudios realizados
en varias especies que incluyen humanos, primates no humanos y gatos (Baker et al., 2010;
Larsen & McBride, 1979; Nambu, 2011) que encuentran que también existe una
representacion somatotdpica del movimiento en el GPi, no todos concuerdan (DelLong,
1971; Mitchell et al., 1987).

Enelestudio de larelacién entre la actividad del GPiy el movimiento es importante destacar
que la mayoria de las investigaciones se han realizado en primates no humanos, en
condiciones de cabeza fija y centrdndose en el movimiento de las extremidades. Sin
embargo, aun permanece un vacio en el entendimiento sobre como se representa el
desplazamiento de un animal en este nucleo.

ELEPN y la recompensa

Con el progreso del estudio de la anatomia de los ganglios basales, se identificé que el GPi
proyecta a la habénula lateral, una regién notable por su codificacién de recompensa
negativa y su conexion con el sistema dopaminérgico (Hong et al., 2011). Aunque se sabia
desde hace tiempo que el GPi enviaba proyecciones a la habénula, una estructura
reguladora limbica, y que algunas neuronas del GPi respondian a la recompensa (Kimura et
al., 1984), el primer estudio que se enfocd especificamente en esta funcion fue realizado
por Hong S. y Hikosaka O. en 2008. Entrenaron a primates a realizar movimientos sacadicos
hacia objetivos recompensantes y no recompensantes (Figura 4A) y evidenciaron que
neuronas del GPi que proyectan hacia la habénula pueden distinguir entre estas dos
condiciones (Figura 4C), codificando tanto la direccidon del movimiento como su naturaleza
recompensante (Figura 4D). Un aspecto relevante es que cuando se cambiaba la




localizacion del objetivo recompensante, la actividad neural se reorganizaba de acuerdo
con el nuevo sitio de recompensa.
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Figura 4. Las neuronas del GPi que proyectan a la habénula pueden codificar
recompensa.
A. Se entreno a primates en cabeza fija a realizar movimientos sacadicos (de los 0jos)
hacia dos objetivos. El primate debia primero centrar su mirada hacia un objetivo
central. Después, aparecia un segundo objetivo a la izquierda o derecha del inicial. En
un bloque, uno de los dos objetivos era recompensado y el otro no. Sin embargo, el
primate debia realizar los movimientos hacia el objetivo no recompensando para poder
continuar el bloque.
B. La respuesta de la sacada se modulaba segun la sacada era recompensada
(histograma rojo) o no recompensada (histograma azul) mostrando que el primate
comprendia la regla.
C. Ejemplo de una neurona del GPi con proyeccién a la habénula (por estimulacién
antidromica desde un segundo electrodo colocado en la habénula) que muestra
actividad diferencial entre los ensayos recompensado y los ho recompensados.
D. Modulacién de las neuronas GPi-LHb ante dos variables, la recompensay la direccidn
de la sacada. Puntos rojos: modulacion significativa por recompensa; azules: por
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direccion; verdes: modulaciéon por recompensay direccidon. Puntos amarillos: sin
modulacion.
Adaptada de (Hong & Hikosaka, 2008)

Cuando se exploré esta idea en roedores, se constaté que esta misma subpoblacién de
neuronas de EPN/GPi que proyectan a la habénula también podian codificar el valory la
recompensa (Stephenson-Jones et al., 2016). Concluyeron que las neuronas GPi-LHb eran
capaces de codificar el valor del estimulo no condicionado de manera graduado.
Resaltaron que los estimulos recompensantes eran codificados como un decremento de
la actividad y los estimulos negativos como un incremento de la actividad. Cuando
llevaron esta idea a una tarea operante en libre movimiento, fueron capaces de alterar la
respuesta de los animales a través de manipulaciones optogenéticas. Inhibiendo la
actividad de estas neuronas, los animales preferian repetir la accién inhibida, mientras
que al sobreactivar estas neuronas, evitaban la accion. Curiosamente, la manipulacion no
afecto la decision en el momento, sino que alterd las decisiones subsecuentes, sugiriendo
gue estas neuronas no solo codifican el valor del estimulo, sino que también podrian
participar en la evaluacion de acciones.

No obstante, es relevante mencionar que la implicacién de las neuronas GPi-LHb en la
evaluacion de acciones es un tema controvertido. Otro grupo de investigacion, que estudié
la misma proyeccion en la misma tarea de condicionamiento operante, encontré que eran
las neuronas del hipotalamo lateral (muy cerca del EPN) las que eran capaces de modular
la evaluacién de acciones, no asi la GPi-LHb (Lazaridis et al., 2019). Usando técnicas
moleculares mas finas pudieron segregar a las dos poblaciones que proyectan a la
habénula, tanto del nucleo entopeduncular como del hipotalamo lateral, y concluyeron que
era la manipulacién de neuronas del hipotalamo la que podia modificar la manera en que
los animales tomaban decisiones.

Aspectos mas cognitivos del EPN

Ademas de su papel en la codificacién de recompensas, es posible que el GPi esté
implicado en funciones mas cognitivas, como la determinacion de tiempo. En un estudio
que examiné el proceso de decisién en varias areas cerebrales, incluido el GPi, un grupo de
investigacion destacé la falta de informacién sobre la decisién en este nucleo (Thura &
Cisek, 2017). Sin embargo, encontraron sefiales que evolucionaban con el tiempo y se
adaptaban alarapidez con la que el animaltomaba decisiones. Ellos hipotetizaron que este
nucleo estaria determinando un proceso al que llamaron ‘urgencia’, la rapidez con la que el
animal decide a expensas de la precision.




JUSTIFICACION

Desde un punto de vista tedrico, y considerando a los ganglios basales como una red neural
convergente, resulta relevante conocer qué variables estan codificadas en la capa de salida
(y la capa con menor cantidad de nodos). Por otro lado, clinicamente esta estructura es muy
relevante para tratamientos de enfermedades motoras y se desconoce el mecanismo de
accioén de estas herramientas terapéuticas. Investigar cémo la actividad del GPi puede estar
afectando la ejecucidon motora es crucial para comprender cdémo su desregulacién podria
estar contribuyendo a la expresion de la enfermedad.

Por otro lado, todos los estudios de codificacidon neural en este nlicleo se han realizado en
situacion de cabeza fija, por lo que resulta importante explorar como este nucleo estaria
involucrado en el desplazamiento del animal.

Finalmente, el estudio de la codificacidon de recompensa ha evolucionado en paralelo al
estudio de la codificacidon cinematica. Por tanto, es importante estudiar estas dos funciones
en conjunto mediante un paradigma conductual mas integral.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢cLas neuronas del nucleo GPi/entopeduncular codifican parametros motores y/o
motivaciéon durante la generacidon de acciones dirigidas a objetivos en libre movimiento?

HIPOTESIS

La actividad del GPi/nucleo entopeduncular codifica la cinematica del movimiento del
cuerpo completo (desplazamiento) y no el movimiento de partes especificas del cuerpo.

Las neuronas que codifiquen recompensa no tendran informacién de movimiento.

El nucleo tendra una representacion del valor de una accioén.

OBJETIVO GENERAL

General: Determinar la contribucién a la decisidon y a la ejecucién motora de las neuronas
delnucleo entopeduncular durante una tarea conductual de giro ipsiy contra lateral dirigida
a un objetivo en libre movimiento.




OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer un paradigma conductual que permita medir aspectos de decision,
movimiento, recompensay valor.

2. Registrar neuronas del nucleo entopeduncular durante la ejecucion de la conducta

3. Correlacionar parametros motivacionales asi como de ejecucidon motora con la actividad
neural.

METODOLOGIA

Los protocolos experimentales utilizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM (Protocolo FTA-121-17) apegados a la Norma Oficial Mexicana para el uso de
animales (NOM-062-Z00-1999). Los experimentos usaron ratones de la cepa C57BL/6J,
machos y hembras, de 2-3 meses de edad al inicio del entrenamiento conductualy de 6-7
meses durante los registros. Los animales se alojaron en un vivarium con un ciclo
luz/oscuridad 12/12hrs. Para el entrenamiento fueron restringidos de agua para mantener
su peso a un 80% de su peso original. La comida se mantuvo ad libitum.

Diseno de una tarea conductual

Para este estudio fue fundamental desarrollar una tarea conductual que pudiera cumplir
con los objetivos a estudiar. Se disené una tarea conductual que tuviera los elementos de
toma de decision, giro, y desplazamiento. Puesto que estudios previos destacan que la
codificacion del movimiento en el GPi puede depender de relaciones contextuales, se
planteé usar dos periodos de movimiento para compararlos.

Asi, se construyd un aparato conductual que consiste en una arena triangular (lado=30cm,
altura= 40cm) con piso transparente por el que el ratén puede ser grabado desde una vista
inferior. El aparato estaba dentro de una camara con atenuacion de sonido y con
iluminacion controlada.

]
20

—



Se definié una de las esquinas como Esquina de Espera y las otras dos eran Esquinas de
Recompensa, en las que se coloco un puerto de agua, como se muestra en la Figura 6. Los
puertos de agua se fabricaron a la mediday consistian de un pequeno tubo que podia liberar
una gota de agua, entre dos pares de sensores infrarrojos, uno que podia detectar la entrada
de la cabeza del animal y el segundo que podia detectar movimientos de lengueteo de la
lengua. Las recompensas consistian de 3microL de agua administradas por un solenoide
que se calibraba diariamiente.

Los estimulos auditivos se transmitian a través de un tweeter colocado fuera de la arena,
dentro de la cdAmara de atenuacién de sonido. La tarea se controlé interconectando Bonsai
(Lopes et al., 2015), scripts de Python y chips de Arduino.

La tarea implicaba una eleccion forzada de dos alternativas. En un ensayo el animal debia
acercarse a la Esquina de Espera, esperar entre 0.8-1.5 segundos, después de la cual se
reproducia un estimulo auditivo. La entrada a la Esquina de Espera se monitorizé
estableciendo una regién de interés en el video a través del software Bonsai. Los estimulos
auditivos consistieron en barridos de frecuencia modulada de 0.5 segundos. La frecuencia
inicial es de 9.2kHz y la frecuencia final de 0, +/-0,2, +/-0,4, +/-0,6, +/-0,8 octavas. Los
barridos hacia arriba indicaban que la recompensa de agua se encontraria en el puerto
derechoy los barridos hacia abajo que larecompensa se encontraria en el puerto izquierdo.
Tras el estimulo auditivo el animal debia desplazarse hasta la esquina correspondiente. Las
respuestas correctas fueron recompensadas con una gota de agua y las incorrectas fueron
castigadas con un tiempo de espera de 10 a 20 segundos indicado por una atenuacién de la
luz ambiental.

El entrenamiento se realizé mediante aproximaciones sucesivas, introduciendo una nueva
regla tras la adquisicion de la regla anterior. Para alcanzar un desempeno estable los
animales fueron entrenados por 3 a 4 meses, 6 dias a la semana.

Analisis cinematico

El analisis cinematico se llevd a través de extraer la posicion de los animales usando
DeeplLabCut (Mathis et al., 2018). Se calcularon diversas variables cinematicas como la
velocidad angular, la velocidad y la aceleracidon de desplazamiento. Ademas, se calculd la
posicion relativa entre el animaly las diferentes esquinas. Se identificaron 4 momentos por
ensayo para alinear la actividad neural: 1) regreso del animal hacia la Esquina de Espera,
definida como el inicio de la velocidad negativa entre el animal y la Esquina de Espera; 2)
llegada a la esquina de espera, cuando la distancia entre el animaly la esquina es <0.5pix;

3) inicio del giro, cuando la velocidad agnular >0.01 grados/s; 4) evaluacién, el momento del
cruce del sensor infrarrojo en el puerto de agua. A pesar de que la conducta es altamente




estereotipada, existen ligeras variaciones temporales. Para analizar la actividad promedio
de un ensayo, se realizé una convolucidn gaussiana (sigma=25ms) y se un reescalamiento
mediante interpolacion lineal (Kobak et al., 2016) a la duracién promedio del segmento de
todos los ensayos. Esto permitid construir histogramas peri-evento (Figura 10).

Disefio de los estimulos auditivos: Los estimulos auditivos se disefiaron como rampas de
sonido por la hipétesis de que el animal estaria integrando el estimulo a lo largo de su
duracion para percibir la cualidad de cambio de frecuencia a lo largo del tiempo (Figura 6A,
abajo). Cabe mencionar que se seleccioné un rango de frecuencias en donde el umbral de
deteccidn, determinado previamente mediante la respuesta a sobresalto acustico, es
relativamente lineal para esta cepa de animales (Ouagazzal et al., 2006). Se usd al inicio del
movimiento de giro de los animales para determinar el tiempo de respuesta (Figura 6B).

Registros electrofisioldogicos

Para registrar la actividad del nucleo entopeduncular durante la realizacion de la tarea
conductual, se implantd a animales expertos con un arreglo movible de 16 microalambres
(Innovative Neurophysiology Inc.) en las coordenadas del GPi (-1AP, 0.9 lateral derecho,
3.9DV). Los cuidados posquirurgicos incluyeron tratamiento farmacolégico antibidtico,
analgésico y antiinflamatorio. Después de 5 dias de recuperacion, los animales fueron
reentrenados durante 1-2 semanas.

Los registros electrofisioldégicos se adquirieron a 30kHz (Cereplex Direct, Blackrock
Microsystems, UT). Las espigas se detectaron en linea mediante el software de adquisicién
(Cerebrus, Blackrock Microsystems). Para esto la sefal se filtré con un filtro pasa altas de
750Hz y se clasificaron espigas mediante el uso de un umbral y hoops. Las unidades con
una relacion senal-ruido de al menos 2 se clasificaron en linea mediante un algoritmo de
aros y luego se clasificaron de manera offline (Offline Sorter, Plexon). Los eventos
conductuales relevantes y la sincronizacién de video se almacenaron como eventos
digitales en el sistema de adquisicion.

Regresiones lineales

Se emplearon regresiones lineales simples para evaluar algunas variables, como el tiempo
de reaccidn (Figura 8) y variables con los ejemplos que se muestran en la (Figura 14 A-C).
La prueba de significancia se realiz6 mediante permutacién (n=1000).

En la Figura 14 se emplearon modelos de regresion multiple. Los datos se obtuvieron
generando un histograma perievento con ventanas de 0.2s deslizantes cada 50ms y
obteniendo el valor correspondiente de las variables medidas mediante interpolacién
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(Figura 5). Los modelos se ajustaron mediante una validacion cruzada (10 veces) utilizando
un término de regularizacion L1 (LASSO). Los valores de R2 con validacién cruzada se
obtuvieron a partir de los datos que no se usaron durante el entrenamiento y se presentan
como la media de las 10 iteraciones.
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Figura 5. Ejemplo de variables utilizadas para ajustar los modelos
A. Se presentan las variables cinematicas y espacio-temporales medidas durante un
ensayo .
B. Se calculé la correlacion entre las diferentes variables utilizadas.

Los analisis de coeficientes de correlacion parcial (Figura 14) se obtuvieron ajustando un
modelo reducido sin la variable a estudiar y se usaron los residuos para obtener un
coeficiente de correlacion. La significancia estadistica de los coeficientes de correlacidn
parcial se evaludé mediante una prueba de permutacion (n=1000) al azar de los valores. Para
la distancia a la meta, el modelo reducido incluyé todas las variables cinematicas y ninguna
espaciotemporal (dado su alto nivel de correlacion, Figura 5). Para la velocidad angular, el




modelo reducido incluy6 todas las variables cinematicas y espacio-temporales excepto la
variable en cuestion; para la rapidez corporal, el modelo reducido también excluyé la
rapidez de la cabeza.

Para la Figura 13, se calculd la pérdida de poder predictivo, delta R2, para cada una de las
cuatro variables probadas, de manera similar a (Musall et al., 2019). Se ajustd el modelo
completo, utilizando todas las variables, asi como modelos reducidos. En los modelos
reducidos se aleatorizdé una de las cuatro variables y se realizd el ajuste nuevamente. La
diferencia entre la varianza explicada por el modelo completo y el reducido es igual a la
contribucion (delta R2) de esa variable al modelo. Esto proporciona una métrica para la
informacién unica (no compartida por otras variables) que cada variable aporta al ajuste del
modelo.

Analisis poblacionales

Se emplearon andlisis a nivel poblacional varias veces a lo largo del estudio (Figuras 11, 15,
16, 17), utilizando procedimientos estandar del Analisis de Componentes Principales (PCA,
por sus siglas en inglés) asi como Analisis de Componentes Principales desmezclados
(dPCA) (Kobak et al., 2016).

La construccién de las matrices para los analisis varioé segun el periodo y las condiciones
utilizadas. Para la Figura 11 se obtuvieron promedios por cada condicidon de para las
trayectorias de Ida, durante el periodo de desplazamiento y evaluacion: 0.3s antes del inicio
del giro y 2.5s después de la llegada al puerto de recompensa. El conjunto de datos
constaba de n=118 unidades registradas en 16 condiciones (8 estimulos, con respuestas
correctas e incorrectas) para las que se obtuvo un histograma perievento (PETH, por sus
siglas eninglés) como se describié anteriormente. Se incluyeron unidades con al menos dos
ensayos por condicién. Para n=5 unidades, no se registré una de las condiciones; en su lugar
se utiliz6 una condicion adyacente. La inclusion de estas unidades no alterd las
conclusiones. Las respuestas se pueden clasificar por la direccion de giro (lateralidad),
donde para cada estimulo las respuestas correctas e incorrectas incluyen giros hacia la
derecha e izquierda. Ademas, para los giros a la izquierda y derecha, existe una gradacion
del estimulo (0, +/-0,4, +/-0,6, +/-0,8), correspondiente a la dificultad de la tarea. Asi, las 16
condiciones por unidad se utilizaron para construir una matriz de NxSxDxCxT, donde N es el
total de las unidades (n=118), S es el lado (2 condiciones), y D es la dificultad (4
condiciones), C son las respuestas correctas e incorrectas, y T es el tiempo.

Con esta matriz se calculd la varianza instantanea (Figura 11A) asociada a las variables
usando las siguientes férmulas:
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VarSide;ys(t) = %Z Z(r"(t, s) — ri(t))?

i=i S=1

VarCorrectys(t) = %Z E(Ti(t, ) — ri(t)?

i=i c=1

N 4
VarDif ficulty,ys(t) = %Z E(ri(t, d) — ri(e)?
i=i d=1
Para el calculo de similitud poblacional presentado en la Figura 11H-I se utiliz6 la matriz ya
mencionaday se le rest6 el promedio independientemente de la condicién para eliminar las
dinamicas temporales. Luego, se usé la férmula a continuacién para todos los pares de
vectores a lo largo del tiempo:
cs= Tu T
It el ezl
Para el analisis por PCA, se construyé una matriz de covarianza obteniendo la covarianza
por pares de unidades para todas las condiciones. Luego, se calcularon los valores y los
vectores propios y se ordenaron segun su varianza. Para las Figuras 17, 18 y 19 se utilizaron
los primeros tres componentes para proyectar las respuestas poblacionales. Para la Figura
18 se utilizé el cuarto PC. Las proyecciones se obtuvieron calculando el producto escalar de
la matriz con el vector propio en cuestién.

Para evaluar la dimensionalidad de la actividad poblacional, se compararon los valores
propios obtenidos de los datos con los obtenidos con matrices en las que se aleatorizé la
respuesta neural a lo largo del tiempo. Esto destruye las correlaciones dependientes del
tiempoy, por lo tanto, genera componentes principales debidos al azar. Esto se realizé 1000
vecesy se consideraron significativos a los componentes principales que explicaron mayor
varianza contra el azar con una p<0.01.

Los detalles y el procedimiento matematico para el analisis de dPCA se ha descrito
previamente (Kobak et al., 2016). Este método descompone la actividad neuronal en las
diferentes variables que se estudian en una tarea especifica. La parte supervisada del
algoritmo consiste en elegir qué variables se usaran para realizar la marginalizacion. La
parte no supervisada del algoritmo utiliza un analisis similar al de PCA en las matrices de
varianza marginalizadas. Los analisis realizados en este trabajo se basaron en gran medida
en una implementacion del algoritmo en Python (disponible en
https://github.com/machenslab/dPCA). En la Figura 11 se marginalizd la actividad de la
poblacion en el tiempo (dinamicas independientes de la condicién), Lado, Dificultad y
Correcto vs incorrecto.
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El analisis de dPCA presentado en la Figura 17 se realizé de manera similar a aquél en la
Figura 11 pero utilizando diferentes periodos de tiempo y condiciones. El objetivo era
entender las dinamicas poblacionales que explicaran las diferencias poblacionales entre la
Ida y el Regreso. Por esto, se buscaron trayectorias de ida y regreso que fueran altamente
similares desde un punto de vista motor.

Para cada sesidn se generd una trayectoria modelo para las trayectorias de Ida, izquierda y
derecha, promediando la rapidez de desplazamientoy la velocidad angular. Esta trayectoria
modelo se usd para comparar las trayectorias tanto de Ida como de Regreso de ensayos
individuales. Se seleccionaron aquellas trayectorias de ensayos individuales con un
coeficiente de correlacion >=0.75. Finalmente, se obtuvieron histogramas perievento para
las trayectorias seleccionadas.

Para cada unidad se obtuvieron cuatro condiciones: regreso izquierda, regreso derecha, ida
izquierda, ida derecha. Con esto se construyd una matriz NxCxS donde N son unidades
(n=118), C es contexto (2 condiciones, Regreso e Ida) y S el lado (2 condiciones, izquierda 'y
derecha). Por lo tanto, las marginalizaciones se realizaron sobre la base de estas dos
variables y el tiempo (dindmicas independientes de condicién), principalmente para extraer
la dinamica poblacional contextual (Regreso vs lda).

Analisis de acoplamiento de la actividad neural a conductas ciclicas

Se analiz6 cémo la actividad unitaria se relacion6 con dos comportamientos ciclicos: la
marcha y la conducta de lenglieteo. Para la marcha, se calculé la posicion de la pata
proyectando la posicion al eje longitudinal del ratdn. Se encontraron ciclos de marcha
individuales al buscar los picos de la sefal (Figura 18). Se usaron periodos de movimiento
que tuvieran al menos 4 ciclos/pasos. Se aplicé un filtro de paso de banda (3-6Hz) a la senal
y se extrajo la fase instantanea mediante una transformada de Hilbert. Luego, se calculé la
fase en una ventana de 400ms alrededor de cada pico (estoy incluye alrededor de 2 ciclos
de marcha). Se generd un histograma de lafase al momento de cada disparo de cada unidad
estudiada. Esto se hizo con la pata trasera contralateral al hemisferio registrado, puesto que
las patas traseras tienen mayor amplitud que las patas delanteras. Se calculo el vector
promedio y se probo significancia direccional con la prueba Rayleigh para cada uno de los
ocho pasos analizados (Figura 19). La fase y la magnitud promedio se cada paso se
calcularon promediando los componentes individuales de los ejes xy y.

Para la conducta de lengueteo, se calculd la probabilidad de lengletear alrededor de un
lenglieteo individualy se aplicé un filtro de paso de banda de 4-10Hz. Esta sefial se usé para
calcular la fase a la que cada disparo ocurrié en una ventana de 400ms (alrededor de 2
ciclos) de una manera semejante a lo que se realizd con la marcha.
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Entrenamiento de maquinas de vectores de soporte (Support vector
machines)

Para comprender si la actividad poblacional podria estar almacenando la informacién de
varias variables simultdneamente, se entrenaron SVMs utilizando la implementacién en
scikit (Pedregosa et al., 2011). Para el periodo de estudio de la marcha, se utilizé la misma
matriz creada para la reducciéon de dimensiones. Cada vector en el tiempo, que contiene
n=118 promedios unitarios, se etiquetd de acuerdo a las variables analizadas: contexto,
numero de paso, posicion de la pata y velocidad el a pata. Cabe sefialar que las senales
continuas (posicionyvelocidad) se redujeron a 5 estados para permitir el entrenamiento por
validacidon cruzada (10 veces). Para evaluar la significancia estadistica, se repitio este
procedimiento con las etiquetas aleatorizadas (n=1000) y se evalué la probabilidad de una
mayor precision del modelo original. Como no se pudo decodificar la velocidad a partir de
la matriz original, se calculd la matriz ponderada por el PC4 obtenido durante la
descomposicidon por componentes principales (Figura 19).

Para la conducta de lenglieteos, se empled la misma matriz utilizada en el PCA (para de la
cual se muestra en la Figura 20) y modelos entrenados en: la fase de lenglieteo, lenglieteos
izquierda y derecha, el numero de lengleteo, y lengleteos correctos e incorrectos. Para
evaluar la significancia estadistica se utilizé un procedimiento semejante al ya descrito.
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RESULTADOS

Puesto que el principal interés de este estudio radica en cémo la actividad neural del EPN
codifica variables cinematicas y aquellas relacionadas con la recompensa, se estandarizd
una tarea conductual acorde y se registré la actividad del nucleo. Los resultados de este
estudio han sido publicados en una revista indizada (Verma-Rodriguez et al., 2024).

Los ratones pueden realizar una tarea psicofisica basada en estimulos
auditivos de frecuencia modulada

Si bien se ha mencionado que el objetivo principal de este estudio fue establecer la relacién
entre la actividad del nucleo EPN y variables cinematicas durante la locomocién de los
ratones, estudios previos han determinado que la recompensa es unavariable que esta bien
representada en este nucleo. Por lo mismo, se disefd una tarea que pudiera evaluar ambos
aspectos.

Se ided una tarea en la que los animales debian desplazarse a diferentes esquinas de una
arena triangular (lado=35cm). Un ensayo iniciaba cuando el sujeto se trasladaba hacia la
Esquina de Espera en donde debia esperar alrededor de 1 segundo para que se reprodujera
un estimulo auditivo. Este estimulo auditivo indicaria a cual otra esquina el animal debia
trasladarse para poder recibir una recompensa de agua. Si el animal introducia su cabeza
en el puerto de la esquina apropiada se consideraba como una respuesta correcta y se
liberaba una gota de agua (de 3 microlitros). Las respuestas incorrectas se sefializaban
mediante una atenuacion de las luces ambientales durante 10 a 20 segundos. Los animales
iniciaban un ensayo siguiente (trasladandose a la Esquina de Espera) a su propio ritmo.
Puesto que se realizaron grabaciones de video, se pudo realizar un seguimiento del animal
usando DeeplLabCut, un algoritmo basado en una red neuronal profunda (Deep neural
network), que permite seguir cuadro a cuadro partes preseleccionadas del ratén, como su
nariz, las patas, entre otras. Esto permitido medir varias variables en cada ensayo, como la
distancia entre el animal y las diferentes esquinas, la velocidad angular del animal. Esto
permitié establecer diferentes eventos de la tarea, en particular dos periodos distintos de
movimiento: trayectorias de retorno para llegar a la Esquina de Espera) y trayectorias de ida
(para llegar a la esquina de recompensa).
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Figura 6. Tarea conductual de decision forzada con 2 alternativas en ratones en libre
movimiento.

A. (Arriba) Se colocé a ratones en una arena triangular, donde una esquina se designo
como la Esquina de Esperay las otras dos tienen puertos para liberar una recompensa
liquida.

(Abajo) Se presenta una grafica que ilustra a los estimulos auditivos: rampas moduladas
por frecuencia a lo largo del tiempo. Las rampas que decrementan en frecuencia
senalizan que el raton debe desplazarse al puerto izquierdo.

B. Esquema de los eventos de la tarea.

C. Trazos de variables cinematicas y espaciales que se extraen del video a través del
seguimiento usando DeeplLabCut (Mathis et al., 2018)

En este estudio se utilizaron estimulos auditivos que consistieron en barridos de frecuencia
modulada de una duracion de 0.5 segundos. La modulacién de la frecuencia de manera
ascendente o descendente indicaba que el animal debia elegir la esquina derecha e
izquierda, respectivamente. El objetivo de variar la velocidad a la que se modulaba la
frecuencia fue modular la certeza con la que los animales realizaban la decision. Esto se
evidencia con el ajuste de una curva psicométrica de la probabilidad de respuesta en
funcién de la velocidad de modulacién del estimulo (deltaFreq). Note que el estimulo
central era un tono puro que no contenia informaciéon de lado y se recompensaba
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aleatoriamente a la derecha o izquierda. La respuesta psicofisica de los animales es
reproducible en una sesién aislada, antes y después del implante del electrodo de registro,
asi como en varios animales (Figura 7).
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Figura 7. Los sujetos realizan respuestas psicofisicas ante los estimulos.
A. Sesion ejemplo probabilidad de respuesta de una sesién de un animal ante los
estimulos. El trazo corresponde al ajuste de una funcién sigmoidea. El recuadro muestra
el histograma de ensayos (negros cuando el animal respondié a la izquierda y grises a la
derecha).
B. Ejemplo de curva psicofisica de 1 animal antes y después del implante del electrodo.
Trazos finos son dias individuales mientras que los gruesos corresponden a promedios.
Naranjas son antes de cirugia, negros después.
C. Promedio por animal (trazos finos) y poblacional.

Se buscé determinar la influencia que los las caracteristicas de los estimulos auditivos
tuvieron sobre el tiempo de respuesta y la manera en que los animales realizaban su
movimiento. Cabe destacar que los pares de estimulos con cambio de frecuencia mas alta
(+/-0.8) son mas faciles que aquellos con menos (+/-0.4) o ninguna. Por otro lado, el par de
estimulos +/-0.2 se eliminé de algunas sesiones para aumentar los ensayos por condicidony
no se analizara mas adelante. Se definié al tiempo de respuesta como el tiempo
transcurrido desde elinicio del estimulo auditivo hasta elinicio del giro (Figura 6B-C) puesto
que es elmomento en el que los animales se habian comprometido con una accién motora.
Se encontré una correlacién significativa entre el tiempo de respuesta y la dificultad del
estimulo (coeficiente de correlacion r=0.89, p<0.01, Figura 8A).




>
vy

500
5 r=0.89, p<0.01 0.9 1 —+— +/-0.8
e " | <4+ +1-0.6
8= 400 2074l ' +/-0.4
L o )\ 0
c E ® g \
: i 0.5 - \“/
300 - o T
00 02 04 06 08 0 200 400 600
Stimulus deltaFreq [abs(octave)]) Reaction Time (ms)

Figura 8. La dificultad del estimulo afecta al tiempo de respuesta, y presenta
caracteristicas de acumulacion de evidencia.

A. Tiempo de reaccidon promedio como funcidn de la el cambio en frecuencia (deltaFreq)
del estimulo.

B. Probabilidad de responder correctamente en funcion del tiempo de reaccién. Se
agrupan a los estimulos en funcidn del absoluto de deltaFreq. La probabilidad de
respuesta correcta se computo en bines de tiempo de reaccion de 75ms.

Eldiseno de los estimulos del paradigma conductual permite preguntar como la decision es
influenciada por el tiempo que los sujetos escuchan al estimulo, un fenédmeno conocido
como acumulacion de evidencia. La hipdtesis de este fendmeno destaca que si el sujeto
toma una decisiéon con mas informacion disponible, la decisidn sera mejor. Para analizar
esto, se calculo la probabilidad de respuesta correcta en funcién del tiempo de respuesta,
agrupando los ensayos segun su tiempo de respuesta (bin=75ms) y por la dificultad del
estimulo (Figura 8B). Para el estimulo central (tono puro, sin informacién de lado) no existe
un incremento en el desempefo a mayor tiempo de espera, como es esperado. Por otro
lado, los pares de estimulos que si tenian la frecuencia modulada a través del tiempo (+/-
0.4, +/-0.6, +/-0.8) muestran un incremento gradual en la probabilidad de acertar en tanto
presentan un tiempo de espera mayor. Asimismo, los estimulos mas faciles llegan a la
saturacion en un tiempo menor.

A continuacién, se buscd entender como la dificultad de los estimulos auditivos pudo
modular el movimiento de los animales. Se hipotetizaba que ante mayor dificultad de los
estimulos, menor certeza en la decision, y que esto ocasionaria movimientos mas lentos.
Se calculd la velocidad angular instantanea a lo largo de los 150° de giro hacia ambos lados
en funcion del la dificultad de los estimulos (Figura 9A). Esto muestra que en efecto existe
una graduacion entre la dificultad y la velocidad, cosa que se corroboré al encontrarse una
correlacion significativa entre la velocidad angular promedio y el deltaFreq de los estimulos
(Figura 9B). Esto es verdad sdlo para los ensayos con respuesta correcta, no asi con los
incorrectos. Por otro lado, se realizé un analisis similar para la rapidez de desplazamiento a
lo largo del a trayectoria de los animales (Figura 9C). Aunque los animales si se desplazaban




con mayor velocidad en los estimulos mas faciles, no se encontré una correlacién
significativa entre la dificultad del estimulo y la rapidez.
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Figura 9. La dificultad de los estimulos afecté la manera en la que los animales
realizaban su giro.

A. Rapidez angular instantanea (eje radial) durante el giro de los animales por estimulo
auditivo. El vector hacia 90° representa la posicién del animal durante la espera.

B. Rapidez angular promedio por estimulo auditivo para los ensayos correctos e
incorrectos. Se incorporaron ajustes lineales.

C. Rapidez de desplazamiento instantanea para las trayectorias hacia laizquierda y
derecha.

D. Rapidez promedio por estimulo presentado. Se dibujaron los ajustes lineales

El desempeio de los animales en esta tarea conductual permite concluir que éstos son
capaces de realizar una conducta psicofisica basada en barridos de frecuencia modulada.
La dificultad de los estimulos tiene influencia en la manera en la que los animales toman la
decisiéon. Ademas, la dificultad tuvo impacto sobre cémo los animales realizaban el giro,
pero no durante la locomocion.

Registros electrofisioldgicos en el nucleo entopeduncular

Tras un periodo de desempefio constante en el paradigma conductual de al menos 2
semanas, se realizd el implante de los electrodos colocados sobre el nucleo
entopeduncular. Estos consistian en cables aislados muy finos (32 microémetros de grosor)




movibles que se avanzaron en pasos de 50 micrémetros. Tras el analisis histoldgico post
mortem de los cerebros se infirié la posicion de los registros y se incluyeron para analisis
posterior unicamente aquellas que se registraran dentro del EPN. Estudios anteriores han
descrito que existen dos poblaciones neurales genética y anatdmicamente diferenciables
(Stephenson-Jones et al., 2016; Wallace et al., 2017), que muestran diferencias en el
coeficiente de variacion de los intervalos inter-espiga, asi como en la duracidon del potencial
de accidn. Asi, calculamos estas dos variables para las neuronas registradas en este
estudio, pero no encontramos que se pudieran separar en dos grupos bien definidos.
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Figura 10. Se obtuvo registros electrofisiologicos del EPN.

A. Se implantaron grupos de electrodos (alambres muy finos, 32micras de grosor) sobre el
nucleo entopeduncular. El esquema de la derecha muestra

B. Izquierda: Fotomicrografia del trayecto de la canula del electrodo. Derecha: Ampliacién
correspondiente al EPN. Se muestran los trazos que dejaron los alambres individuales en su
trayecto a través del nucleo.

C. Caracteristicas electrofisiolégicas de las espigas registradas. Tiempo de pico a valle
graficado contra el coeficiente de variacion del intervalo inter espiga. Se muestran los trazos
de cuatro ejemplos de espigas.




D. Ejemplo de actividad de una unidad. Se utilizan los eventos de la tarea para alinear la
actividad: Regreso, Espera, Vuelta (0°, 75° y 150°), Evaluacidn. Se promedian segun la
identidad del estimulo auditivo presentado. Primera fila muestra el promedio reescalado para
los ensayos correctos. La segunda fila muestra el promedio para los ensayos incorrectos. La
tercera fila el promedio para los ensayos Falsa Alarma; en estos ensayos los animales salieron
de la esquina de espera antes de que se presentara el estimulo auditivo y realizaron la
secuencia completa de movimiento, para la derecha e izquierda.

E. Lo mismo que en D pero para otra unidad ejemplo.

F. Se presenta la respuesta de las neuronas registradas para los ensayos hacia la derechay
hacia laizquierda.

G. Arriba: Promedio normalizado (z-Score) de todas las neuronas segregando para ensayos
derechos, izquierdos, correctos, incorrectos y falsas alarmas.

Abajo: Promedio poblacional de actividad normalizada para los ensayos correctos segregados
por la identidad del estimulo presentado.

H. Promedio de velocidad de desplazamiento (arriba) y velocidad angular (abajo) para los
ensayos segregados de la misma manera que en G, arriba.

l. Promedio de actividad poblacional segregando por época segun movimiento, giroy
recompensa.

La actividad neural adquirida fue alineada a los eventos relevantes de la tarea. Estos fueron:
inicio del regreso, espera, giro y evaluaciéon. Note que el giro fue descompuesto en 3, el
inicio, (0°), la mitad (75°) y el fin (150°). La fila superior de la Figura 10 D-E muestra los
graficos tipo raster alineados a los eventos ya mencionados. Puesto que esta tarea
conductual es en libre movimiento, los intervalos intereventos no son exactamente iguales.
Por lo mismo, se procedié a realizar un reescalamiento de la actividad (ver Metodologia)
para generar los histogramas perievento que se muestran en las tres filas inferiores de la
Figura 10 D-E. Los ensayos fueros promediados segun el estimulo presentado y si fueron
correctamente respondidos o no, asi como ensayos llamados falsa alarma. Los ensayos de
falsa alarma corresponden a ocasiones en las que los animales no esperaron el tiempo
suficiente para que se reprodujera el estimulo auditivo y realizaron la trayectoria de ida
generando una salida motora idéntica pero llevados a cabo sin una instruccion externa.

En la Figura 10 D-E se muestran 2 ejemplos de las neuronas registradas. La unidad en la
Figura 10 D muestra una frecuencia de disparo decreciente en tanto a que el
tiempo/distancia entre el animal y el objetivo de su trayectoria disminuia tanto en las
trayectorias de Regreso (en la que los animales llegaban a la esquina de espera) como en
las de ida (llegar a las esquinas de recompensa). Esta unidad muestra adicionalmente
actividad diferencial que separa a los giros derechos e izquierdos, tanto en los ensayos
correctos como en los incorrectos y en los de falsa alarma. El segundo ejemplo que se
muestra en la Figura 10 E exhibe una marcada diferencia en la frecuencia de disparo entre




las trayectorias de regreso y en las de ida (sin cambios y con actividad en rampa,
respectivamente). Adicionalmente, esta unidad muestra actividad diferencial entre los
ensayos recompensados y los no recompensados.

Los mapas de calor en la Figura 10F muestran las respuestas promedio de todas las
unidades registradas (118 de 6 animales) para los ensayos correctos izquierdos y derechos.
Estan ordenadas segun el pico de actividad para los ensayos hacia la derecha. Note como
incluso si las neuronas se ordenaron segun los ensayos derechos, la actividad de la
poblacion en los ensayos izquierdos muestra respuestas similares. El panel G de la Figura
10 muestra la actividad promedio (en zScore) promediada segun el lado de giro y segun el
resultado de los ensayos (correctos, incorrectos y falsas alarmas). Las mediciones
cinematicas de rapidez y velocidad angular se muestras en el panel H de la Figura 10
segregados segun las mismas condiciones. Estos promedios poblacionales muestran que
existe una codificacién poblacional asociada la vuelta y a la recompensa. Cuando se
segregan las respuestas neurales segun la identidad de los estimulos auditivos (Figura 10
G, abajo) se preserva la representacion del lado de la vuelta, pero las diferencias entre
estimulos son marcadamente bajas.

Se busco evaluar cémo el promedio de la actividad poblacional podria estar representando
movimiento, giro y recompensa. Por lo mismo, se obtuvieron promedios de los periodos
temporales correspondientes a regreso, espera e ida y se concluyd que no existen
diferencias estadisticamente significativas. La poblacion mostré6 mayor actividad durante
giros ipsilaterales comparados con los contralaterales al sitio de registro (hemisferio
derecho, Figura 10 I). Sin embargo, de todas las condiciones, el periodo de evaluacion
durante los ensayos recompensados fue el que exhibié la mayor actividad. A pesar de que
hay una tendencia a la baja durante los periodos de movimiento, no se pudo corroborar que
existiera una diferencia estadisticamente significativa entre los periodos d movimiento (Ida
y Regreso) con el periodo de inmovilidad de espera (Figura 10l).

Analisis poblacional del EPN revela codificacion para recompensa,
izquierda y derecha pero no valor

Uno de los primeros objetivos fue buscar la codificacion para valor y recompensa, debido a
que se ha documentado en estudios previos tanto en roedores (Stephenson-Jones et al.,
2016) como en primates (Hong & Hikosaka, 2008). Asimismo, se ha sugerido que el GPi
puede codificar la posicién espacial de recompensas esperadas. Para intentar comprender
como la poblacién estaba representando estas variables, se calculé la varianza instantanea
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asociada a los ensayos correctos e incorrectos, derecha e izquierda, asi como a los
estimulos. En la Figura 11A se muestra que existe un incremento en la varianza asociada a
los ensayos correctos e incorrectos durante el periodo de evaluacion. La varianza asociada
a izquierda y derecha aumenta durante el periodo de giro. Interesantemente, la varianza
asociada a la dificultad de los estimulos es notablemente baja.
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Figura 11. Dinamicas poblacionales correspondientes a estimulo, giro, recompensay
tiempo en trayectorias de lda.

A. Varianza instantanea asociada a los ensayos segregados segln izquierda-derecha
(giro), correcto/incorrecto, y la identidad del estimulo.

B. Varianza explicada por los Componentes Principales (PCA) y los Componentes
Principales demixados (dPCA). Note que la dificultad no aparece entre los primeros 10
componentes. Los componentes estadisticamente significativos son sefalados por un
punto mas grande.

C-G. Los primeros 5 componentes (dPCA) ordenados segun la varianza explicada por cada
uno:

Temporal (independiente de condicién), Recompensay lado. Note que para los trazos en
C-E hay una superposicion casi perfecta entre todas las condiciones (n=16). Los
histogramas de pesos que las neuronas individuales tienen sobre este componente. Se
sefialan sobre el histograma 8 ejemplos individuales que se muestran en la siguiente
figura (Figura 12).

H. Autosimilitud de la matriz poblacional a través del tiempo. Se calculé la similitud (el
coseno del angulo entre vectores poblacionales pareados) en la actividad poblacional a la
que se le sustrajo el promedio independiente de condicidn (se eliminaron las dinamicas
temporales, ver Metodologia).

I. Similitud de vectores poblacionales a través del tiempo para dos puntos en el tiempo
(t=0.2s y t=1.8s) que corresponden a los momentos con mayor informacion sobre las
variables de lado y recompensa, respectivamente.

Para comprender la dinamica poblacional asociada a estos parametros de la tarea, se
realiz6 un analisis de componentes principales desmezclados (demixed Principal
Component Analysis , (Kobak et al., 2016)). Esto permite generar un espacio de baja
dimension que capture la varianza asociada a los parametros especificos de la tarea:
dindmica temporalindependiente de condicién, ensayos correctos e incorrectos, dificultad
del estimulo y lado (izquierdo y derecho) de giro. Hipotetizamos que las dinamicas
temporales independientes de condicion incluirian relaciones cinematicas, mientras que
las marginalizaciones en correcto/incorrecto incluirian senales de recompensa; la
marginalizacién izquierda/derecha mostraria actividad relacionada con la velocidad
angular, y la marginalizacién de dificultad (la segregacion relacionada al deltaFreq de los
estimulos auditivos) mostraria una gradacion relacionada con el valor de la accion.

Tras realizar el analisis de dPCA y ordenar los componentes extraidos segun el porcentaje
de varianza total explicada encontramos que los primeros tres componentes son
independientes de condicién (temporales) como se muestra en la Figura 11B. Ademas, solo
cinco componentes principales son estadisticamente significativos (ver Metodologia). La
dindmica mas destacada, el dPC1 temporal, que explica el 19.2% de la varianza total,
separa al periodo de evaluacién del resto de la tarea con una funcién similar a una funcion




escalonada. El panel derecho de las Figuras 11C-G muestra los pesos que las unidades
individuales tienen sobre la dinamica. Se muestran ejemplos de neuronas individuales con
sus respectivos pesos etiquetados en los histogramas. El segundo dPC temporal (16.1% de
la varianza total) muestra actividad en rampa durante el periodo de movimiento de Ilda que
podria estas codificando el tiempo o la distancia hasta la meta. La tercera proyeccion
temporal (dPC3) exhibe una dinamica trifasica durante el periodo de movimiento, que
potencialmente podria correlacionar con la velocidad de la trayectoria del animal.
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Figura 12. Ejemplos individuales de neuronas del EPN registradas durante la tarea.
Note que la letra de los incisos corresponde a las letras marcadas sobre los histogramas en
el andlisis de dPCA mostrado en la figura anterior (Figura 11).

Los dPC cuarto y quinto corresponden a correcto/incorrecto y lado derecha/izquierda
respectivamente. Como se esperaba, el dPC correcto/incorrecto separa a los ensayos
correctos e incorrecto durante el periodo de evaluacién (Figura 11F). Por otro lado, el dPC
lateral es maximamente diferente durante el periodo de giro (Figura 11G). Cabe destacar
que para ambos, dPC4 y dPC5, los pesos son simétricos alrededor de cero; es decir, hay
unidades que son pesadas de manera positiva y otras de manera negativa sobre esta
dinamica. Esto implica que unidades pueden recompensar recompensa como un aumento
de actividad o como una disminucion de esta (Figura 11 F). De manera similar, los giros
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ipsilaterales se pueden codificar como una disminucidn o un aumento de la actividad
(Figura11 G).

Interesantemente, la marginalizacién sobre la variable dificultad (estimulos) no produjo un
dPC significativo. Este hecho aunado a la baja varianza asociada a la dificultad sugiere que
la codificacién de valor no estéd bien representada en este conjunto de datos.

Por otro lado, al comparar ensayos correctos e incorrectos, en donde si hubo una
presentacion de estimulo auditivo, con ensayos de falsa alarma (sin estimulo), algunas
unidades presentan actividad relacionada asociada al estimulo (Figura 13). Por lo mismo,
se buscé evaluar mas a fondo si la actividad relacionada al estimulo podria estar
representando valor o dificultad. Asi, se probaron cuatro hipétesis sobre lo que la actividad
peri-estimulo podria estar representando: la sola presencia del estimulo, la dificultad del
estimulo, lo que el animal interpretod del estimulo (girar correcta o incorrectamente hacia la
derecha o laizquierda) o simplemente la velocidad angular (Figura 13C). Para cada una de
estas suposiciones, se calculé el delta R2, que mide cuanto mejora la bondad del ajuste al
considerar cada variable en cuestion versus sélo las demas (ver Metodologia). Este analisis
muestra que incluir informacion sobre la dificultad o la interpretacion explica peor la
actividad que la sola presencia de estimulos. Ademas, la variable que mejor describe la
actividad en este periodo es la velocidad angular.
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Figura 13. La presencia del estimulo, sin importar la identidad, y la velocidad
angular explican mejor la actividad del EPN alrededor del periodo de vuelta.

A. Se muestra una unidad ejemplo alineada al momento de presentacién de estimulo
(izquierda) y al momento de la vuelta (derecha), segregando ensayos por giro izquierdo y
derecho, ensayos correctos, incorrectos y falsa alarma. Note que la columna a la
izquierda no contiene ensayos falsa alarma puesto que éstos no tienen estimulo
auditivo.

B. Otra unidad ejemplo.




C. Modelos que se usaron para ajustar los datos. Se plantean cuatro hipoétesis. La
primera fila es la presencia del estimulo (sin importar identidad). La segunda fila es
dificultad (el absoluto del cambio en frecuencia de los estimulos). La tercera es la
interpretacion del estimulo (los ensayos incorrectamente interpretados se muestran
opuestos a los correctamente interpretados). La cuarta fila muestra la velocidad angular.
D. deltaR2 (ver Metodologia) calculada para cada uno de los modelos. Las diferencias
estadisticas se muestran con lineas rojas (p<0.05, prueba de Wilcoxon).

Para evaluar como la codificacién de lateralidad (giro) y de recompensa podrian
correlacionarse o covariar entre si, se calculd la autosimilitud de la poblacién a lo largo del
tiempo (Figura 11H-I). Esta autosimilitud se calculo a partir de las respuestas poblacionales
a las que se les hubo sustraido el promedio temporal (condicidn-independiente). Se
encontré que el periodo de evaluacidn es bastante independiente del periodo de ida, y la
interaccion entre ellos es muy baja (Figura 11H). Se evalud la similitud del vector
poblacional en los puntos temporales de mayor varianza de lateralidad y de recompensa
(t=0.2s y t=1.8s, respectivamente, Figura 11 I) contra el resto del tiempo. Esto muestra que
el giroy la codificacion de recompensa estan desacoplados.

Los andlisis presentados muestran que a nivel poblacional la actividad registrada en el EPN
en ratones en libre movimiento codifica recompensa y lado de giro. Se detecté una
contribucidon minima de valor (dificultad de los estimulos).

La codificacion cinematica en el EPN es contextual

Como segundo objetivo, se busco evaluar las relaciones que existen entre la actividad de
las unidades registras y las variables cinematicas. Dado que las dinamicas poblacionales
mas destacadas describen una relacién lineal entre el tiempo/espacio y la actividad de la
poblacion (Figura 11), también buscamos evaluar variables espacio-temporales. Debido al
disefio del paradigma conductual, existen dos épocas distintas de desplazamiento:
trayectorias de retorno (a la esquina de espera) y trayectorias de ida (a cualquiera de las
esquinas de recompensa). La hipdtesis que se busca examinar es que si la codificacién
presente en este nucleo fuera puramente motora, ésta seria invariante a estos dos
contextos.

Las Figuras 14 muestran tres unidades ejemplo. Para cada unidad se presentan dos graficos
tipo raster correspondientes a las trayectorias de regreso y de ida,, alineados al inicio del
movimiento y ordenados segun la duracién de la trayectoria. Se agrupd y promedio la
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actividad en seis bines para visualizacidn, y se presentan las tasas de disparo promedioy la
rapidez promedio del desplazamiento del animal. Todas las unidades presentadas tienen
correlaciones significativas con al menos tres de las variables presentadas, lo que sugiere
que un modelo de regresion multiple es mas adecuado para el analisis.
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Figura 15. Codificacidon cinematica y espacio-temporal durante las trayectorias de lday
Vuelta.

A. R2 promedio (ajustada mediante validacion cruzada de 10 iteraciones) de modelos de regresion
multiple ajustados en datos del ensayo completo (periodos de regreso, espera, iday evaluacion)
para variables segregadas en cinematicas, espacio-temporales y de recompensa. Ademas, se
ajusta el modelo completo que agrupa todas estas (n=118 unidades). La linea roja representa
diferencias estadisticamente significativas (p<0.01, prueba de Wilcoxon).

B. cvR2 promedio para modelos de una sola variable. El sombreado corresponde a cinematicas
(gris) y espacio-temporales (rosa). Las variables relacionadas con la recompensa se encuentran
sin sombreado. Los modelos se ajustaron con los datos de Regreso (naranja), Ida (verde) y del
ensayo completo (gris).

C. Se entrenaron modelos para el Regreso y la Ida por separado, y se probaron usando datos de los
dos periodos. Se realizaron modelos individuales para las variables cinematicas, espacio-
temporales y un modelo mixto que incorpora ambas. Note que la varianza explicada por todos los
modelos que se probaron con datos no usados durante su entrenamiento son significativamente
menores que cuando se uso6 datos en los que se entrenaron (p<0.01, Wilcoxon)




D. Arriba: Se calculé el coeficiente de correlacidn parcial para la variable de distancia desde el
objetivo usando los residuales de un modelo ajusto con las variables cinematicas (excluyendo
variables espacio-temporales). Esto se hizo por separado para el Regreso (eje x) y la Ida (eje y). La
linea punteada corresponde a linea de identidad (x=y). Abajo: Grafico de pastel que resume los
datos de arriba. Café: unidades con correlaciones estadisticamente significativas para ambos
periodos, Regreso e Ida. Verde: unidades con correlacion estadisticamente significativa sélo
durante la Ida. Naranja: unidades con correlacion estadisticamente significativa sélo durante el
Regreso. El pastel externo resume el signo de las correlaciones donde en gris y salmdn se
muestran las correlaciones negativas y positivas, respectivamente, para el Regreso y la Ida. En
negro se muestran las unidades cuya correlaciéon cambié de signo.

E. Arriba: Coeficientes de correlacion parcial para la variable de velocidad angular calculado de los
residuales de un modelo ajustado con todas las variables cinematicas y espacio-temporales
excepto la velocidad angular, por separado para las trayectorias de Ida y Regreso. Abajo: similar a
H.

F. Arriba: Coeficientes de correlacidn parcial para la variable de velocidad angular calculado de los
residuales de un modelo ajustado con todas las variables cinematicas y espacio-temporales
excepto la rapidez de desplazamiento, por separado para las trayectorias de lda y Regreso. Abajo:
similar a H.

G. Diagramas de Venn del porcentaje de unidades totales con un coeficiente de correlacién parcial
significativo para las variables de distancia al objetivo, velocidad angular y rapidez de
desplazamiento para las trayectorias de Regreso e lda.

Para la construccion de modelos de regresion multiple se dividieron a las variables en tres
tipos: cinematicas (medidas a partir del cuerpo del animal), espacio-temporales (medidas
en relacion a la arena) y relacionadas con la recompensa. Debido a la posibilidad de
colinealidad entre las variables medidas (Figura 5B), se empled la regresion LASSO que
introduce un término de regularizacidon que reduce los coeficientes y penaliza las variables
colineales, actuando como una seleccién de caracteristica (ver Metodologia). Para evaluar
qué tan bien el modelo explica la actividad neural, se calculd el R2 a través de validacion
cruzada (10 iteraciones, denominada cvR2) para cada unidad, lo que garantiza que la
varianza explicada no se deba al azar.

El grupo de variables cinematicas fue la peor para explicar la varianza de la actividad
unitaria, cuando se compara contra las variables espacio-temporales y las relacionadas
con larecompensa (Figura 15A). Sin embargo, un modelo que incorpora a los tres grupos de
variables supera a cualquier categoria especifica.

Un objetivo importante de este estudio fue comparar la codificacidon de las variables
cinematicas y las espacio-temporales entre los dos periodos de movimiento (Ida versus
Retorno) puesto que son dos periodos de movimiento similar pero con un objetivo diferente.




Al ajustar los modelos por separado para las trayectorias de Retorno y las de Ida, se
encontré que la cvR2 promedio para los modelos entrenados con los datos de las
trayectorias de lda es mayor que aquellos entrenados con los datos de las trayectorias de
Regreso (barras verdes y naranjas en Figura 15B), para las variables cinematicas, espacio-
temporales, asi como para un modelo mixto (p<0.001, prueba de Wilcoxon). Esto implica
que tanto las variables cinematicas como espacio-temporales estan mejor representadas
durante las trayectorias que los animales realizaron hacia los puertos de recompensas
(trayectorias de Ida). Esto puede deberse en parte a unidades que tienen una respuesta
mayor durante la trayectoria de Ida (Figura 10 E).

A continuacidn, se investigd cuales variables son mas relevantes para el ajuste de los
modelos. Con este fin, se construyeron modelos de variable Unica para cada unidad y se
calculd el cvR2 promedio para cada a una de las variables medidas (Figura 15C). Esto
también se hizo por separado para las trayectorias de Ida (verde) y de Regreso (naranja), asi
como para el modelo mixto (gris). Entre las variables cinematicas, la mejor variable para
explicar la varianza de los datos neurales fue la rapidez del cuerpo, seguida de la rapidez de
la cabezay la velocidad angular.

Se encontrd que las relaciones entre la actividad neural y las variables estudiadas no son
generalizables entre contextos. El desempeno de los modelos (medido a través de la R2) se
reduce drasticamente al cambiar los datos de prueba a los del otro contexto (Figura 15D).
Es poco probable que esto se deba a un sobre ajuste sobre los datos entrenados puesto que
los modelos se entrenaron a través de validacion cruzada. La implicacidon de este hallazgo
es que comprender las relaciones entre las variables cinematicas y espacio-temporales en
un contexto (una trayectoria) no es suficiente para predecir como respondera la poblacidon
en otro contexto.

Para examinar mas a fondo por qué estos modelos no eran generalizables entre contextos,
se calculd el coeficiente de correlacion parcial para ambos contextos para tres de las
variables: distancia a la meta, velocidad, y velocidad angular (Figura 15 E-G). Se realizé un
ajusto del modelo completo exceptuando a la variable en cuestion para los datos de ambas
trayectorias por separado, y se usaron los residuales para calcular el coeficiente de
correlaciéon con la variable en cuestién (ver Metodologia). Se graficd el coeficiente de
correlacion de la trayectoria de Regreso (eje x) contra aquél de la trayectoria de Ida (eje y).
Si se cumpliera la hipdtesis de que las unidades del EPN exhiben una codificacion
puramente motora, todos los puntos de los datos se agruparian alrededor de al linea de
identidad (linea discontinua en las Figuras 15 E-G). Sin embargo, este analisis revela que
algunas unidades muestran una correlacion parcial significativa con la variable durante las
trayectorias de Regreso (puntos naranjas) o las trayectorias de lda (puntos verdes). Aunque




hay unidades que muestran una correlacion significativa en ambas trayectorias (puntos
marrones), éstas no se encuentran Unicamente dentro de los cuadrantes | y lll del grafico
cartesiano, lo que significa que algunas unidades tienen correlaciones estadisticamente
significativas con signos opuestos durante las dos trayectorias (Figura 15, graficas de
pastel). De hecho, para la velocidad angulary la rapidez de desplazamiento del cuerpo sélo
alrededor de un tercio (31%) tiene correlaciones parciales significativas en ambas
trayectorias, pero solo alrededor de una quinta parte de las unidades tiene correlaciones
significativas con signos congruentes (Figuras 15 E-G, graficos de pastel). En general, estos
analisis pintan un panorama complejo, donde el subconjunto de unidades que codifican
cada una de las variables estudiadas en un contexto no es el mismo que las que codifican
la misma variable en otro contexto. Ademas, la diferente magnitud de correlacidon explica
por qué los modelos entrenados en una trayectoria no son generalizables a la otra. Algunos
casos extremos de esta inestabilidad en la codificacién son aquellas unidades que tienen
un cambio de signo entre un contexto y otro (pastel exterior negro en Figuras 15 E-G).

Puesto que se encontré que una unidad podia codificar significativamente multiples
variables, se planteé mostrar como las correlaciones parciales significativas para estas tres
variables se encontraban distribuidas entre las unidades registradas. En la (Figura 15 H) se
trazaron diagramas de Venn del porcentaje de unidades que codifican significativamente
cada una de estas tres variables durante las trayectorias de Retorno (arriba) de Ida (abajo).
Se encontrd que existe un panorama similar en ambos periodos de movimiento en el que la
mayoria de las unidades tienen correlaciones significativas con mas de una variable. Sin
embargo, como se examind antes, el subconjunto de unidades en cada una de las
categorias no es el mismo de un contexto a otro.

No existe una segregacion entre la codificacion cinematica y espacio
temporal con la de recompensa

Una pregunta interesante que resolver es si las unidades registradas pueden agruparse en
funcién de las variables que codifican. Es decir, se buscé comprender si existian grupos de
unidades que codificaran algunas variables con mas fuerza que otras. Para este objetivo, se
realiz6 una reduccién de dimensionalidad de los coeficientes del modelo que mejor
explicaba ambos contextos (modelo cinematico + espacio-temporal sobre los datos
agrupados de Regreso e lda) utilizando UMAP ((Mclnnes et al., 2018)). En la reduccion de
dimensiones de los coeficientes se observa un continuo en lugar de grupos discretos
(Figura 16A), lo que sugiere que no existen grupos discretos de codificacion.
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Figura 16. Las neuronas que codifican recompensa también pueden representar parametros del
movimiento.
A. Izquierda: Promedio (en z-Score) de actividad para las unidades segregadas segun su respuesta a la
recompensa. El panel superior muestra el promedio de unidades sin respuesta a la recompensa. El
panel medio e inferior muestran el promedio de actividad de las unidades con una diferencia
estadisticamente significativa entre ensayos recompensados y no recompensados en una ventana de
250ms después de que introdujeron la cabeza al puerto de recompensa. El panel medio corresponde
a unidades de recompensa positiva en la que los ensayos recompensados mostraron un incremento
en la actividad con respecto a los no recompensados. El panel inferior muestra a las unidades de
recompensa negativa, cuya actividad es menor durante los ensayos recompensados comparado con
los no recompensados.
Derecha: se muestra una reduccién de dimensiones de los coeficientes de un modelo ajustado a los
datos del ensayo completo usando variables cinematicas y espacio-temporales. Los puntos rojos
representan a las unidades de recompensa positiva y los azules a las unidades de recompensa
negativa.
B. cvR2 promedio de modelos ajustados en variables cinematicas, espacio-temporales y ambas,
segregadas segun su codificacion de recompensa. Las lineas rojas indican diferencias
estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney, p<0.01).
C. cvR2 promedio de modelos ajustados en variables cinematicas, espacio-temporales y ambas. Los
datos se segregaron segun el tipo de ensayo: correcto, incorrecto y falsa alarma.

¢Las unidades que son sensibles a la recompensa también codifican informacion motora?
Esta pregunta se abord6 separando a las unidades que codificaban significativamente la
recompensa (auROC de los ensayos recompensados vs los no recompensados 250ms tras
llegar a puerto, p<0.001, prueba de permutacién). Se separaron a las unidades que
aumentan su frecuencia durante los ensayos recompensados (recompensa positiva, un
ejemplo de esto en Figura 14 L), y a las que disminuyen su tasa de disparo en los ensayos
recompensados (recompensa negativa, un ejemplo de esto en Figura 12 H). Esto implica
que la codificacion para las variables cinematicas y espacio-temporales esta distribuida
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uniformemente y que la codificacién de estas variables no segrega la codificacidon de
recompensa (Figura 14 M, cajas rojas y azules versus negras). Las unidades de recompensa
positiva codifican mejor estas variables que las unidades de recompensa negativa (Figura
14 N, cuadros rojos versus azules). Sin embargo, ningun tipo de unidades sensibles a la
recompensa tuvo un cvR2 significativamente diferente al de las unidades insensibles a la
recompensa.

Para preguntar el si el valor de la accidon podria estar influyendo en la forma en que las
unidades codifican las variables, separamos los ensayos segun su resultado en correctos e
incorrectos. Ademas, incluimos los ensayos falsa alarma que los animales realizaron en
ausencia de cualquier estimulo auditivo. Se ajustaron los modelos de manera
independiente para cada subconjunto de datos. Se encontré que los ensayos falsa alarma
tienen un cvR2 estadisticamente significativo mds bajo sélo para el modelo espacio-
temporal, no asi para el cinematico (Figura 14 L). Por lo tanto, las sefiales que varian en el
tiempo/espacio se atenuan durante los ensayos falsa alarma (un ejemplo de este fendmeno
es visible para la unidad en Figura 10 E).

¢Qué hace que las trayectorias de Retorno e Ida sean diferentes a nivel
poblacional?

Para abordar esta pregunta, se buscé entender qué dindmicas a nivel poblacional estan
compartidas entre los dos tipos de trayectorias, y qué dinamicas subyacen a las diferencias
contextuales. Con este fin, se aislaron trayectorias de Retorno y de Ida que fueran muy
similares desde un punto de vista motor (ver Metodologia) basado en la rapidez de
desplazamientoy lavelocidad angular (Figura 17 A). Curiosamente, al proyectar la actividad
poblacional (n=118 unidades) en los primeros tres componentes principales, las
trayectorias de Regreso e Ida ocupan diferentes subespacios en este grafico (Figuras 17 B,
18 Ay B). De hecho, si bien la similitud cinematica es alta entre las trayectorias de Regreso
y de Ida (Figura 17 C arriba), la similitud poblacional muestra dos grupos segun el contexto
(Figura 17 C abajo).
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Figura 17. Dinamicas poblacionales de las trayectorias de Regreso e Ida.

A. Se encontraron trayectorias con alta similitud (ver Metodologia) basados en la rapidez
de desplazamiento y la velocidad angular para los periodos de Regreso e Ida. Se grafica
el promedio de la rapidez de desplazamiento y velocidad angular para las cuatro
condiciones.

B. Se grafica una proyeccion de las trayectorias de actividad neural poblacional en los
primeros tres componentes principales (PCA).

C. Similitud de coseno para las cuatro condiciones basadas en parametros cinematicos
y actividad poblacional.

D. Componente principal demixado (dPCA) de Contexto que explica la mayor varianza.
Se presenta el histograma de pesos.

E. Coeficiente de correlacion entre la dinamica poblacional en D y diferentes variables
calculadas en los mismos periodos.

F. Distancia desde la Esquina de Espera para las cuatro condiciones.

G. Componente principal demixado (dPCA) de Contexto que explica la segunda mayor
varianza. Se presenta el histograma de pesos.

H. Coeficiente de correlacién entre las dinamicas poblacionales extraidaen Gy
diferentes variables calculadas en los mismos periodos.

l. Velocidad desde la Esquina de Espera para las cuatro condiciones.
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Para encontrar una dindmica mas interpretable que pueda explicar las diferencias entre los
dos contextos, se empleé dPCA, marginalizando por contexto, izquierda-derecha, y
componentes temporales. La hipotesis es que los componentes temporales compartidos
por ambos contextos podrian exhibir variables cinematicas y que la marginalizacion
izquierda-derecha estaria reflejando la velocidad angular. Después de realizar le
procedimiento dPCA (ver Metodologia), se ordenaron los componentes extraidos segun su
varianza explicada (Figura 18 C). Es importante tener en cuenta que después de la
marginalizacién de las variables ya descritas, la extraccion de las dinamicas poblacionales
no es supervisada. Es decir, las dindmicas extraidas no tendrian porqué producir
necesariamente trazos relacionados con parametros cinematicos particulares, y es poco
probable que suceda debido a la alta multiplexacién ya descrita (Figura 14,15,16). Sin
embargo, se buscé interpretar los trazos resultantes en funcion de las variables medidas.
Por lo tanto, se compararon los trazos resultantes con las variables medidas en los mismos
periodos temporales calculando el coeficiente de correlacidon y probando su significancia a
través de permutacion (p<0.001).
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Figura 18. Componentes principales demixados (dPCA) para las trayectorias de

Regreso y de Ida, continuado

A.y B. Proyecciones de la actividad poblacional en las cuatro condiciones ya
presentadas anteriormente pero ahora separadas por contexto.
C. Varianza explicada por los componentes principales (PCA) y los componentes

principales demixados (dPCA).
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D. - G. componentes principales demixados temporales (condiciéon independiente) con
sus histogramas de pesos. A la derecha se muestra la correlacién que estos
componentes tuvieron con algunas variables cinematicas.

La marginalizacion contextual produce dos dPCs significativos que explican las trayectorias
entre las trayectorias de Regreso y de Ida. De hecho, el dPC1 contextual explica el 15% de
la varianza total (Figura 17 D), y se observan trazos que exhiben una dinamica temporal
opuesta entre el Retorno y la Ida. Curiosamente, el dPC2 contextual (Figura 17 G) muestra
una gran similitud con del dPC2 temporal que a su vez se puede correlacionar bien con la
velocidad (Figura 18 E). Sin embargo, el dPC2 contextual muestra una dinamica que
evoluciona de manera opuesta entre ambos contextos y simétrica en el tiempo. Esto sugiere
una representacion de la rapidez del animal coexiste con una representacion de velocidad
espacialmente referenciada.

Los dPCs independientes de condicién (temporales) resumen la dindmica poblacional
compartida por los contextos de Regreso y de Ida (Figura 18 D-F). ELdPC1 temporal (Figura
18 D) tiene una alta correlacidon con la distancia a la meta (Figura 18 D, panel derecho)
mientras que el dPC2 temporal (Figura 18 E) esta bien correlacionado con la rapidez de
desplazamiento (Figura 18 E, panel derecho). Es importante notar que es esperable que
estos trazos no correlacionen Unicamente con una de las variables medidas puesto que
existe un alto nivel de multiplexacion que se establecié previamente (Figuras 14,15). La
marginalizacién de lateralidad (dPC1 de lateralidad, Figura 18 G) produce trazos que tienen
una correlacioén significativa con la velocidad angular (Figura 18 G, panel derecho) tanto
paralas trayectorias de retorno como de ida. Note que las trayectorias de ida ocurrieron bajo
la presencia de un estimulo auditivo, y no asi las trayectorias de Regreso; sin embargo, los
trazos correspondientes a los giros a la izquierda y derecha (independiente de objetivo)
muestran una buena superposicion. Por lo tanto, esto confirma aun mas que las diferencias
asociadas entre giro izquierdo y derecho se explican bien por la velocidad angular. En
conjunto, los datos presentados en las Figuras 17 y 18 sugieren que las dinamicas
dependientes del contexto explican variables cuya medicién depende de lugares
especificos de la arena. Asi, las variables con dependientes del espacio tienen una
representacion importante por parte de la actividad poblacional del EPN.

Las unidades del nucleo entopeduncular se modulan por la marchay la
conducta de lengleteo

Los hallazgos presentados hasta ahora apoyan una representacion importante del a rapidez
del desplazamiento del ratén (Figuras 14,15,16), asi como variables espaciales (Figura 17).
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Sin embargo, estudios previos en varias especies (humanos, primates no humanos, gatos)
han sugerido que existe una representacion somatotdpica en el GPi de diversas especies
[humanos, primates no humanos, gatos (Baker et al., 2010; Larsen & McBride, 1979; Nambu,
2011)]. Por esto, un objetivo del estudio fue examinar la modulacién del EPN por
movimientos individuales de la patay la lengua, utilizando la naturaleza ciclica de la marcha
y la conducta de lamido para examinar la potencial presencia de actividad a nivel muscular,
puesto que exhiben una coordinacion entre flexores y extensores.

Dado que los animales fueron registrados desde una vista inferior, es posible realizar el
seguimiento de las patas individuales del animal (Figura 19 A). Se encontraron trayectorias
tanto de ida como de regreso con al menos cuatro zancadas individuales (Figura 19 A,
triangulos) y se usaron para alinear la actividad unitaria. La Figura 19 B muestra dos
unidades ejemplo que fueron registradas simultdneamente desde diferentes electrodos.
Observe cémo la Unidad 1 tiene una actividad organizada en fase con la zancada, mientras
que la Unidad 2 muestra una modulacion mas sutil por el ciclo de la caminata que se monta
sobre una dinamica temporal que difiere para la Ida y el Regreso. La posicién promedio de
las extremidades durante la sesién (Figura 19 B, abajo) se encuentra bien conservada y
existe un alto nivel de correlaciény anti correlacion, lo que justica usar solo una extremidad
para el estudio formal de la actividad neural. Este procedimiento de alineamiento se realizd
para todas las unidades estudiadas y se presenta en la Figura 19 C, ordenados por la
actividad maxima durante el paso 4 en las trayectorias de Regreso. Este ordenamiento se
conserva solo sutilmente para el resto de los pasos, destacando la naturaleza dinamica de
esta modulacién con la marcha.
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A. Posicién longitudinal de las patas de un ratdn durante los periodos de Regreso, Espera
y la Ida. El recuadro muestra la trayectoria del animal en la arena. Los tridangulos
coloreados muestran eventos identificados para el alineamiento de la actividad unitaria.
B. Actividad de dos unidades registradas simultdaneamente en las 8 zancadas que se
estudian. La hilera inferior muestra la posicién promedio de las patas que corresponde a
los ensayos que se usan para activar la actividad unitaria.

C. Actividad poblacional durante las 8 zancadas estudiadas.

D. Vector promedio de el acoplamiento entre la actividad unitariay el ciclo de la
caminata para las unidades moduladas.

E. Arriba: Fraccion de unidades moduladas significativamente por el ciclo de la caminata
(prueba Rayleigh de direccionalidad, p<0.001). Medio: Fase promedio del vector
poblacional. Abajo: Magnitud promedio del vector poblacional.

F. Varianza explicada por la descomposicion en componentes principales (PCA) de los
datos mostrados en C. Recuadro muestra la distribucion de pesos de los primeros
cuatro componentes principales.

G. Arriba: promedio del valor absoluto del coeficiente de correlacidn para las variables
cinematicas y espacio-temporales de las proyecciones de los primeros 4 componentes
principales.

Abajo: Coeficiente de correlacion parcial entre variables asociadas a la extremidad y las
proyecciones de los componentes principales.

H. Proyeccion de la poblacidon en los componentes PC1, PC2y PC4 para las zancadas
estudiadas, en tonos naranjas para el Regreso y en tonos verdes para la Ida.

l. Izquierda: Proyeccion del PC4 para las 4 zancada estudiadas graficado sobre la
velocidad de la pata posterior contralateral, mostrando un buen sobrelape. Derecha:
coeficiente de correlacion entre las variables cinematicas y espacio-temporales. Los
circulos rellenos representan correlaciones estadisticamente significativas (prueba de
permutacion).

J. Clasificador basado en Maquinas de vectores de soporte entrenados para diferentes
variables (eje x). La precision del clasificador se evalué entrenando a un clasificador con
los datos originales y otros (n=1000) con las etiquetas aleatorizadas (prueba de
permutacion). Note que la velocidad de la pata no se pudo decodificar de la matriz
original y si a partir de la matriz pesada con el PC4.

Puesto que la locomocidn requiere una contraccion coordinada de flexores y extensores
durante cada zancada, se planted la hipdtesis de que si la actividad unitaria estuviera
representando la contraccidon muscular, se encontrarian unidades sincronizadas a la fase
de la caminata pero en fases opuestas y simétricas (flexores versus extensores). Se calculd
la fase del ciclo de la caminata en la que las unidades generaban mayor cantidad de
disparos para cada unidad. En la Figura 19 D se muestran los vectores promedio de las
unidades individuales con una sincronizacion significativa con la fase de la marca (p<0.001,
prueba de direccionalidad de Rayleigh) para cada uno de los ocho pasos estudiados.




Observe como para cada paso las unidades muestran vectores que se agrupan sobre una
fase de la caminata, sin un balance en la antifase. Por otro lado, la fase promedio de la
poblacion cambia a lo largo de los pasos (Figura 19 E superior). La magnitud del vector
promedio aumenta con el nUmero de pasos (Figura 19 E medio), lo que sugiere un aumento
en la sincronizacién conforme los pasos incrementan. Estos resultados no respaldan que la
actividad esté relacionada con la contraccién muscular, porque la mayoria de las unidades
moduladas estan sesgadas hacia una sola fase de la marcha, sin representacién en la fase
opuesta (Figura 19 D). Ademas, la sincronizacién de las unidades con la marcha aumenta a
medida que los pasos se acercan a la meta, y la precesion de fase que se observa no se
produciria si las unidades estuvieran estrictamente relacionadas con la actividad muscular.

Debido a la existencia generalizada de esta actividad sincronizada con la fase, se planteé la
hipdtesis de que existiria un plano de covarianza que la abarcaria. Por lo tanto, al realizar
PCA en la actividad de la poblacién (Figura 19 F) se podria comprender qué variable estaria
representada a nivel poblacional. Se encontré que la proyeccién de la actividad poblacién
sobre los primeros 3 componentes principales correlacionaba mejor con las variables
espacio-temporales (Figura 19 G, panel superior), mientras que el PC4 tenia una buena
correlacion con la velocidad de la pata (Figura 19 G, panel inferior). De hecho, existe una
clara sobreposicién de la proyeccién del PC4 con la velocidad de la pata (Figura 19 |,
paneles izquierdo y derecho). Finalmente, se buscd comparar la robustez de la
representacion de las diferentes variables en la actividad poblacional. Con este fin, se
entrenaron clasificadores de vectores de soporte lineal para discernir entre trayectorias de
Regreso y de Ida (contexto), numero de paso y posicion y velocidad de la pata (Figura 19 J).
La velocidad de la extremidad sélo se pudo decodificar por encima del azar en la matriz
ponderada por el PC4 (Figura 19 J, panel derecho), no asi en los datos originales (Figura 19
J, panel izquierdo). Estos resultados apoyan la existencia de una representacion
relativamente débil de la velocidad de la pata a nivel poblacional. El PC4 relacionado con
las patas explica sélo el 5% de la varianza (Figura 19 F) de esta matriz, que incluye menos
tiempo en comparacién con otros analisis poblacionales (Figuras 10), no segrega por
direccion de giro y no incluye el periodo de recompensa.

Por ultimo, se realizé una prueba adicional para entender la representaciéon cinematica del
EPN analizando coémo la actividad de este nucleo se correlacionaba con la conducta de
lamido. Los lenglietazos individuales se pudieron registrar mediante un sensor fabricado a
la medida (Figura 20 A, ver Metodologia). Se encontrd una correlacién entre la actividad del
EPN y la conducta de lamido a dos escalas temporales diferentes: como episodio de
lenglieteos completo (para el consumo de la recompensa) y en el comportamiento de
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lenglieteo individual. Las Figura 20 B y C son graficos tipo raster de lengletazos y actividad
unitaria registrados simultaneamente, para los puertos izquierdo y derecho. Debido a la
aparente similitud entre los trazos de tasa de lenglieteos y la tasa de disparo, se intenté
evaluar si las unidades podrian estar codificando la tasa de lenglieteo durante el episodio
de esta conducta. Con este fin se calculé la actividad reescalada a la duracién promedio de
los episodios de lengueteos. La Figura 20 D muestra la actividad reescalada de tres
unidades registradas simultaneamente y la tasa de lenglieteo correspondiente. A pesar de
que las tres unidades exhiben dindmicas diferentes, las tres tienen una correlacion
significativa con la tasa de lengueteos. De hecho, la mayoria de las unidades (91%) exhiben
una correlacion significativa, ya sea positiva o negativa, con la tasa de lenglieteos (p<0.001,

prueba de permutacion).
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A. Esquema del aparato construido para la deteccion de lengleteos individuales, basado en sensores
infrarrojos.

B. Lenglieteos alineados para el puerto izquierdo y el puerto derecho.

C. Ejemplo de una unidad registrada durante la misma conducta mostrada en B.

D. Arriba: Actividad de tres unidades simultdneamente registradas reescaladas a la duracién promedio
del consumo de una recompensa de agua. Ademas, se muestra en gris la frecuencia instantanea de
lenglieteo. Abajo: histograma de coeficiente de correlacion entre la frecuencia de disparoy la
frecuencia de lengleteo para todas las unidades. Las barras negras representan unidades
significativamente moduladas (p<0.001, prueba de permutacion).

E. Misma unidad ejemplo mostrada en C alineada a lenglieteos individuales izquierdos (rojo) y
derechos (azul). El recuadro superior muestra la probabilidad de lenglieteo a través del tiempo y la fase
de lengueteo derivada de esta senal. La grafica polar a la derecha muestra un histograma de espigasy
fase de ciclo, asi como el vector resultante.

F. Histograma polar (bin=30°) de la direccién de los vectores promedio para todas las unidades. El eje
polar tiene unidades de porcentaje de unidades.

G. Actividad promedio ante un solo lenglieteo para todas las unidades registradas, ordenadas por el
pico de actividad. Recuadro superior: promedio de probabilidad de lengleteo.

H. Diagrama de Venn que muestra el porcentaje de la poblacién total (n=118) de unidades con
correlacion estadisticamente significativa a la tasa de lenglieteo y/o con los lengueteos individuales.
l. Promedio de actividad de un lenglieteo individual segregado por el primery ultimo lenglieteo, y 5
adicionales distribuidos entre estos dos, ademas de para lenglieteos incorrectos, separados en
aquellos realizados en el puerto izquierdo y derecho.

J. Actividad poblacional para n=118 unidades para los 7 lenglieteos derechos alineados segun el
lenglieteo con mayor actividad. Abajo: fraccidn de varianza explicada por la descomposicién en PCAy
distribucion del los pesos para los primeros tres componentes.

L. Decodificadores de vectores poblacionales para diferentes variables con etiquetas originales (en
azul) comparados con decodificadores entrenados con etiqueta aleatorizadas (n=1000, p<0.001,
prueba de permutacion).

Posteriormente se obtuvieron PETH de la actividad durante lengleteos individuales en los
puertos izquierdo y derecho (rojo y azul, respectivamente), como se muestra en la Figura 20
E para la misma unidad en la Figura 20 C. Se extrajo la fase de lenglieteo a partir de la
probabilidad de lenglietazos (cruces de sensores por lalengua del animal, Figura 20 E), y se
pudo generar un histograma de actividad

Al realizar este procedimiento para todas las unidades, se encontré que ésas disparan
preferentemente en una fase especifica de esta conducta ciclica. Esto también se muestra
en el mapa de calor en donde se muestra la actividad alineada a lengueteos individuales de
todas las unidades registradas.

Asi, se muestra que practicamente todas las unidades (99%) exhiben una correlacion con
la tasa de lenglieteos, lenglieteos Unicos o ambos (Figura 20 H).
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¢Cual es el significado de una representacion tan robusta de la conducta
de lengueteo en casi todas las unidades registradas?

La hipdtesis que se planted como respuesta a esta pregunta es que diversos aspectos
contextuales. Para investigar esta hipotesis, se obtuvieron histogramas perievento de 16
lenglieteos individuales por unidad: el primer y ultimo de cada episodio de lengleteo, asi
como 5 lengueteos distribuidos dentro del episodio para el puerto derecho y el izquierdo.
Ademas, los animales ocasionalmente realizaban un lenglieteo cuando realizaban ensayos
incorrectos, al que denominamos lengueteo incorrecto (derecho e izquierdo). Esto permitié
analizar una salida motora similar (un solo lenglieteo) realizado en diferentes situaciones
contextuales. Una unidad ejemplo (Figura 20 I) muestra que a pesar de que existen
similitudes en todas estas condiciones, los trazos exhiben diferencias claras. La Figura 20 )
muestra un mapa de calor para 7 lenglieteos a la derecha, ordenados por el lenglieteo con
mayor actividad. Esto resalta que si bien hay una modulacién en la escala temporal de los
lenglieteos individuales, también esta presente una modulacién del episodio completo.
Después de la reduccién de dimensionalidad a través de PCA (Figura 20 J, abajo), se
proyectaron las respuestas poblacionales en los tres primeros componentes (Figura 20 K).
La respuestas poblacionales para las 16 condiciones presentan una respuesta circular
(ciclica). Sin embargo, ocupan espacios distintos en este diagrama de estado, lo que sugiere
que la poblacion del EPN puede distinguir entre estas condiciones. Para evaluar esto, se
entrenaron clasificadores de vectores para las variables: puerto izquierdo vs derecho,
numero de lengueteo, y correcto vs incorrecto. Todas estas variables pudieron decodificarse
a partir de los vectores poblacionales con una precisién por arriba del azar (Figura 20 L).
Este conjunto de resultados muestran que la mayoria de las unidades el EPN estan
moduladas por le comportamiento de lenglueteo en diferentes escalas temporales.
Ademas, la informacién sobre la cinematica del lenglieteo se representa simultdneamente
con otras variables contextuales.

DISCUSION

En este estudio se destacd la naturaleza dinamica en la que el GPi/EPN representa la
cinematica del movimiento. Un aspecto que destaca es que se observaron dinamicas
espacio-temporales muy prominentes que son mas importantes para explicar la actividad
del nucleo que las propias cinematicas. También resalta que las relaciones que se
encuentran entre las diferentes variables probadasy la actividad del nucleo fluctian mucho
entre dos periodos de movimiento que son bastante parecidos (Regreso vs lda). Las
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unidades del nucleo parecen multiplexar funciones diversas como la recompensa,
movimientos de cuerpo completo y movimientos de partes individuales del cuerpo (como
las patas y la lengua) con variables contextuales. Por otro lado, fue sorprendente no
encontrar un correlato de la dificultad de los estimulos.

El objetivo principal del estudio era investigar cdmo la actividad del nucleo entopeduncular
esta relacionada con variables cinematicas, recompensa y valor, durante la locomocién.
Estudios previos destacaron que este nucleo participa en la codificacién de recompensa
con un sesgo espacial. Ademas, existia evidencia de que la codificacidon cinematica no es
estable entre estados cognitivos. Con esto en mente, se diseié una tarea conductual que
involucrara confianza, recompensay dos periodos de movimiento.

Representacion del periodo de evaluacion y la recompensa, pero no de la dificultad

En este estudio se pudo evidenciar que la actividad del EPN puede representar el periodo
de evaluaciony la recompensa de manera robusta. Al analizar el periodo de Ida de la tarea,
se encontrd una dindmica poblacional que separa al periodo de evaluacién del resto de la
tareay es la dindmica que captura la mayor varianza (Figura 11C). Ademas, la codificacién
de la recompensa esta representada en este nucleo por neuronas que la codifican de
manera positiva y negativa, lo que va de acorde con estudios previos (Hong & Hikosaka,
2008; Stephenson-Jones et al., 2016).

Stephenson-Jones et al. encontraron que una subpoblacion del EPN que proyecta a la
habénula puede codificar el valor de la recompensa esperada in una tarea de
condicionamiento clasico. Nosotros hipotetizamos que al variar la dificultad del estimulo (y
asi incrementar la incertidumbre de las decisiones mas dificiles) podriamos modular el
valor percibido por el sujeto de la accidén elegida. Sin embargo la varianza poblacional que
esta hipdétesis explica es muy baja (Figura 10). La graduaciéon en la dificultad de los
estimulos si logré influenciar la velocidad angular con la que los sujetos giraban (Figura 8)
lo que sugiere cierto nivel de metacognicion sobre la incertidumbre de su decisidn. Sin
embargo, la velocidad con la que los sujetos se desplazaban no se correlacionaba bien con
la dificultad (Figura 9), lo que podria sugerir que esta metacognicion se diluy6 a través del
tiempo. Por otro lado, la codificacion de valor antes descrita se realizd en neuronas
registradas en una tarea de condicionamiento cldsico en ratones en situacidon de cabeza fija
donde la contingencia de estimulo condiciona a estimulo incondicionado pudo ser mas
explicita. También, la inmovilidad forzada podria generar respuestas cognitivas menos
mezcladas con parametros cinematicos. Sigue siendo posible que manipulando otras
variables como el tamano de la recompensa liquida se hubiera podido generar respuestas
mas graduadas segun la variable de valor.




En este estudio se encontré que los desenlaces recompensantes se representaron por
unidades del EPN mediante un incremento o un decremento en al actividad (Figura 10 G,
derecha). Mientras que Stephenson-Jones et al en 2016 encontraron que las neuronas GPi-
LHb codificaban eventos recompensantes como un decremento en la actividad, Hong y
Hikosaka en 2008 encontraron que ésta poblacién podia codificar la recompensa tanto con
un incremento en la actividad como con un decremento en la misma. Asi, nuestro los datos
en este trabajo tienen mas parecido con este ultimo estudio.

ELEPN puede representar la cinematica del movimiento

En este estudio se encontré que las trayectorias de lda presentaron una representacion mas
robusta de las variables cinematicas y espacio-temporales cuando se compard con las
trayectorias de regreso (Figura 15B). Como se exploré en la introduccion, esta
representacion inconsistente del movimiento en la actividad del GPi es un tema constante
a lo largo de un nimero grande de estudios. Algunas hipétesis que se han propuesto es que
el tipo de movimiento determina el nivel de representacion (pasivo vs activo, en rampa o
autoiniciado vs en pasos, (DeLong, 1971; Georgopoulos et al., 1983; Mink & Thach, 1991c)).
Otros estudios sugieren que el estado cognitivo y la dependencia en la memoria modulan
esta representacion (Turner & Anderson, 2005). Algo interesante que se encontré en este
estudio es que mientras que la mayoria de los estudios previos se han enfocado en el
movimiento exclusivo de las extremidades, en este estudio se encontré que las variables del
cuerpo completo durante el desplazamiento (como velocidad, aceleracion, entre otras) son
mejores para explicar la varianza de la actividad del EPN que el movimiento de las patas
individuales. En este estudio los dos periodos de movimiento analizados, lalday el Regreso,
son autoiniciados y difieren mas que nada en relacion a la recompensa.

La representaciéon del movimiento en el EPN parece ser muy dependiente en el objetivo del
mismo. Las variables cinematicas y espacio-temporales no estan representadas de manera
estable en movimientos muy similares que se ejecutan con diferentes objetivos (Figuras
14,15,17,18). Debido a la naturaleza secuencial de la tarea, ambas trayectorias, de lday de
Regreso, son requeridas para conseguir una recompensa. Ambas trayectorias se ejecutan
por un objetivo: la de Regreso se ejecuta para recibir el estimulo sensorial mientras que la
de lda se ejecuta para recibir una recompensa. Sin embargo, es sélo la trayectoria de Ida
que se ejecuta por algo explicitamente recompensante (agua). Por esto, hipotetizamos que
los movimientos que se realizar para recibir recompensa estan mejor representadas en el
EPN. Una conclusién similar se encontré en primates que realizaban movimientos de
mufeca para recibir recompensas: los movimientos que se hacian para recibir
recompensas modulaban a una mayor cantidad de neuronas que los que no tenian este
objetivo explicito (Figura 3b) (Gdowski et al., 2001). Quizas si estudios previos en los que se




ha hallado una inconsistencia en la representacidon del movimiento dependiendo del tipo
fueran reanalizados en el contexto de su relacién con la recompensa se podria unificar esta
conclusion.

Por otro lado, un hallazgo crucial de este estudio fue que las variables espacio-temporales
tienen mas relevancia para explicar la actividad de este nucleo que las variables
cinematicas (Figura 14). Ademas, estas variables espacio-temporales son sensibles al valor
de una accién (Figura 16C, los ensayos de Falsa Alarma tienen un R2 menor en el modelo
espacio-temporal). Importantemente, la representacién de variables cinematicas no se ve
afectada por el cambio del valor de la accion. Es posible que el valor influencie las
dindmicas espacio temporales (similar al error en la prediccion de recompensa (Dayan &
Balleine, 2002)). Un hallazgo previo que también destacé la presencia de componentes
temporales fue un estudio en primates en donde se enfocaron en analizar las dindmicas del
GPi durante una decision (Thura & Cisek, 2017). Destacaron la presencia de una dinamica
temporal a la que llamaron urgencia, y la ausencia de informacion acerca de la decisidon en
comparacioén con otras regiones cerebrales. Esto sugiere que mas gue movimiento, el EPN
puede estar computando las relaciones contextuales presentes en la tarea.

Por muchos anos se ha creido que las funciones relacionadas a la recompensa estan
separadas de las motoras en el EPN (Figura 2b), hecho que se ha reforzado cuando se
establecié que existen dos proyecciones independientes hacia la habénula y hacia el
talamo motor (Hong & Hikosaka, 2008; Stephenson-Jones et al., 2016; Wallace et al., 2017).
Mientras que en este estudio no identificamos a las neuronas por su sitio de proyeccion, si
se pudo evaluar su sensibilidad tanto a la recompensa como al movimiento.
Sorprendentemente, se encontré que unidades sensibles a la recompensa podian codificar
parametros cinematicos tan bien como las unidades que no codificaban recompensa
(Figura 14 B).

Se encontrd que las dinamicas poblacionales latentes que mejor explican las diferencias
entre la Ida y el Regreso pueden a su vez explicarse por variables referenciadas
espacialmente (como la distancia y la velocidad desde un lugar especifico, Figura 17). Las
dindmicas similares entre contextos pero con signos opuesto probablemente corresponden
a las unidades que cambiaron de signo entre contextos (Figura 15E-G, pastel externo, en
negro). Interesantemente en un estudio previo en primates realizando movimientos
sacadicos (Figura 4, (Hong & Hikosaka, 2008)) se encontré que la direccion de un objetivo
modulaba en gran medida a las unidades del GPi. Ademas, las unidades cambiaban el signo
de sumodulacidn cuando la localizacion espacial del objetivo recompensado se alternaba.
Estos autores atribuyeron la actividad al inicio del estimulo y no la estudiaron en relacidn
con el movimiento; pero si se analiza con detenimiento la modulacidon que estos autores




reportaron ocurre en el momento de la realizacion del movimiento sacadico. Asi, es posible
que una funcion importante de la actividad EPN sea calcular las relaciones cinematicas y
espaciotemporales entre el sujeto y la ubicacién de la recompensa.

En este estudio la dinamica de giro es practicamente ortogonal a la dinamica de
recompensa (Figura 11 H). Sin embargo, ambos giros realizados en el periodo de Ida tienen
un valor similar. Por otro lado, las dindmicas contextuales que explican las diferencias entre
IdayRegreso sipresentaron un cambio de signo (Figura 17). Por lo tanto, el valorde la accidn
(moverse hacia o desde la ubicaciéon recompensada) podria explicar estas dinamicas
opuestas. De hecho, los modelos que calculan el error en la prediccién de recompensa
incorporan variables espacio-temporales (Dayan & Balleine, 2002; H. R. Kim et al., 2020).

Existen varios estudios en especies variadas que sugieren una organizacion somatotdpica
del GPi (Baker et al., 2010; Larsen & McBride, 1979; Nambu, 2011). Por esto, se buscé poner
a prueba esta hipétesis de que esta organizacidn somatotdpica podria estar representando
informacion de la contraccién muscular. Para ello, se analizaron dos movimientos ciclicos,
la marcha y el lengueteo, que requieren una contraccion coordinada entre flexores y
extensores. Si bien las unidades se modularon ante fases especificas de estas dos
conductas ciclicas, no hubo un equilibro en la antifase que pudiera estar representando
tanto a flexores como extensores. Esto puede significar que so6lo se encuentran
representados los musculos flexores, o la alternativa mas plausible, que la actividad no esté
relacionada con la contraccion muscular. Otro aspecto que sugiere que no es una relacién
con la contraccién muscular es que ambas representaciones, la de la marcha y la del
lenglieteo, se encuentran superpuestas: las mismas unidades que se modulan ante las
patas también se modulan con la lengua. Por lo mismo, se puede concluir que en los datos
de ratén registrados en este estudio no existe una representacion somatotépica, lo que
concuerda con algunos estudios previos en primates (DeLong, 1971; Mitchell et al., 1987).

Por ultimo, fue sorprendente encontrar una representacion tan robusta de la conducta de
lenglieteo. Practicamente todas las unidades tenian relacién con la frecuencia de lengleteo
o con lengueteos individuales. Esto significa que las mismas unidades que tuvieron relacion
con el movimiento durante periodos de desplazamiento también representaban de manera
robusta el lenglieteo. Asimismo, la poblacién del EPN podia representar parametros
contextuales de esta conducta (Figura 17).

¢Cual podria ser el propdsito de tener una representacion de muchos tipos de movimiento
y variables en una misma poblacion de neuronas? Los hallazgos en este estudio sugieren
que el valor de la accién puede ser crucial para responder esta pregunta. Los movimientos
sefalizados (Ida, ensayos correctos) tienen una mejor representacion que movimientos no
sefalizados (Falsas Alarmas), que a su vez tienen una mejor representacion que aquellas




trayectorias que no se ejecutan por recompensa (trayectorias de Regreso). Asimismo, el
lenglieteo, la accién de consumir una recompensa, modula de manera muy robusta a este
nucleo (Figura 11 C y F). Por tanto, es posible que el EPN sirva como una retroalimentacién
en tiempo real de las propiedades de recompensa que tiene una accion.

Contextualizando a este estudio dentro de las teorias de funcionamiento de los ganglios
basales.

Modelos como el de la ‘frecuencia de disparo’ (Albin et al., 1989) y el ‘modelo de la actividad
dinamica’ (Nambu et al., 2023) se basan fundamentalmente en que la salida de los ganglios
basales (GPiy SNpr) deben inhibirse para facilitar al movimiento. Los datos de este estudio
no concuerdan con esta hipétesis. Cuando se considera solamente actividad promedio en
los dos periodos de movimiento no muestran diferencia estadistica con el periodo de Espera
en donde le animal se encuentra en inmovilidad (Figura 10). Ademas, se corrobora que
existen relaciones complejas y no estables entre los dos periodos de movimiento (Figuras
14,15,17,18) que podrian ser afectadas por actividad oscilatoria aberrante que se ha
descrito en algunas enfermedades (como en modelos de la Enfermedad de Parkinson
(Guillery et al., 1997)). Por ultimo, no se encontré una segregacion entre las funciones de
recompensay aquellas mas asociadas al movimiento (Figura 16).

En este estudio hubo un enfoque en describir en detalle la representacién de diversas
variables en la actividad del EPN. Sin embargo, la interpretacion de cémo esta
representacion tan compleja influye sobre los sitios de proyeccién de este nicleo se
complica aun mas cuando se toma en cuenta que algunas neuronas de este nucleo forman
sinapsis con neurotransmisores tanto excitatorios como inhibitorios (Wallace et al., 2017).
De hecho, cuando se han realizado registros simultaneos del GPiy el talamo anterior (sitio
de proyeccion) se encuentra correlaciones relativamente débiles (Schwab et al., 2020).

Una debilidad del estudio es que no se realizé una caracterizacion de los subtipos neurales
delnucleo. Unafutura darea de oportunidad seria realizar fotoindentificacion de las unidades
basados en sitios de proyeccién o de marcadores neurales. Por otro lado, la clasificacion de
una unidad como parte del EPN se baso6 en histologia, que inherentemente tiene cierta
deficiencia. Asi, técnicas de fotoidentificacion podrian aportar una mayor especificidad a
los registros.

CONCLUSIONES

La actividad del nucleo entopeduncular puede multiplexar variables diversas entre las que
estan recompensa, cinematicas, espacio-temporales, movimientos de extremidades, entre




otras. La actividad del EPN refleja tanto movimientos de extremidades individuales asi como
movimientos de cuerpo completo. Se encontré que las correlaciones con estas variables no
son estables analizando movimientos muy similares en contextos diferentes. Finalmente, la
localizacion espacial de la recompensa puede ejercer influencia en las dinamicas
poblacionales de este nucleo.
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