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RESUMEN

INICIAR, EJECUTAR Y CAMBIAR ENTRE SECUENCIAS DE ACCIONES SON
MECANISMOS QUE PERMITEN LA SUPERVIVENCIA DE LOS INDIVIDUOS. LAS
PATOLOGIAS QUE AFECTAN LA FUNCIONALIDAD DE LOS GANGLIOS BASALES (GB)
AFECTAN LA CAPACIDAD PARA GENERARLOS APROPIADAMENTE. EL ANALISIS DE
LA ANATOMIA DE LOS GB POSTULA DOS VIAS DE INTERCONEXION A LO LARGO DE
ESTE SISTEMA: LA ViA DIRECTA E INDIRECTA. LOS MODELOS QUE INTERPRETAN
LA CONTRIBUCION DE ESTAS VIAS SOBRE EL CONTROL MOTOR COINCIDEN EN
QUE LA ACTIVIDAD DE LA VIA DIRECTA FACILITA LA EJECUCION DE LOS
PROGRAMAS MOTORES DESEADOS, PERO DEBATEN ACERCA DE LA
CONTRIBUCION DE LA VIA INDIRECTA A PARTIR DE DOS EVIDENCIAS
EXPERIMENTALES: 1) LA ACTIVACION DE ESTA ViA INHIBE EL MOVIMIENTO Y 2)
EXISTE UN AUMENTO EN LA ACTIVIDAD DE ESTA VIiA ANTES DEL INICIO DE UNA
ACCION. [ESTAS AFIRMACIONES, APARENTEMENTE CONTRADICTORIAS,
PLANTEAN LA SIGUIENTE PREGUNTA: ;POR QUE LA VIA INDIRECTA SE ACTIVA
ANTES DEL INICIO DE UNA SECUENCIA DE ACCIONES?

EN ESTE TRABAJO EVALUAMOS SI LA ACTIVIDAD DE LA VIA INDIRECTA PERMITE
EL CAMBIO ENTRE DOS SECUENCIAS DE ACCIONES. PARA ESTE FIN,
ENTRENAMOS A SUJETOS EXPERIMENTALES A REALIZAR SECUENCIAS DE
ACCIONES EN CADENA SOLICITANDOLES TRANSITAR ENTRE ELLAS EN DOS
MODALIDADES: TRANSICIONES ESTIMULO-RESPUESTA Y AUTOINICIADAS. A
TRAVES DE REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS IN VIVO E IDENTIFICACION
FOTOASISTIDA, OBSERVAMOS QUE LAS NEURONAS DE LA ViA INDIRECTA
CONTIENEN ACTIVIDAD QUE SE MODULA DURANTE EL INICIO, LA EJECUCION, EL
CAMBIO Y EL FINAL DE CADENAS DE SECUENCIAS ACCIONES. LA INHIBICION
OPTOGENETICA  DE ESTAS NEURONAS, DURANTE  TRANSICIONES
AUTOINICIADAS, AUMENTA EL TIEMPO DE CAMBIO ENTRE LAS SECUENCIAS,
AFECTANDO TAMBIEN LA CORRECTA EJECUCION DE LA CADENA DE SECUENCIAS.

Wl



INTRODUCCION

Los ganglios basales son un conjunto de nucleos subcorticales relacionados con la planeacion,
selecciéon y ejecucién de movimientos. La importancia de su estudio radica en que diversas
patologias como la enfermedad de Parkinson, el sindrome de Tourette y el trastorno obsesivo
compulsivo, coinciden en presentar alteraciones en los patrones de actividad normales de estos
nucleos y, por tanto, problemas en procesos de seleccion, inicio y ejecucion de acciones (Albin et
al. 1989; Mahlon R. DeLong 1990). La fisiologia de estos nucleos se ha tratado de explicar partiendo
del hecho de que en este sistema existen dos vias originadas por dos distintos tipos de neuronas de
proyeccion que conectan el nucleo estriado, principal estructura de entrada de ganglios basales, con
las estructuras de salida (sustancia nigra pars reticulata y el nucleo entopeduncular): la via directa
constituida por las neuronas estriatonigrales 6 estriatoentopedunculares y la via indirecta constituida
por neuronas estriatopalidales (Redgrave et al. 2011).

Actualmente, la contribucion de estas vias se interpreta desde dos perspectivas: la perspectiva
antagonica y la perspectiva concurrente. La perspectiva antagdnica propone que la via directa
favorece la realizacion de movimientos mientras que la activacién de la via indirecta inhibe la
realizacion de los mismos (Durieux et al. 2009; Kravitz et al. 2010; Oldenburg & Sabatini 2015). Por
otro lado, la perspectiva concurrente propone que ambas vias se activan simultdneamente para
permitir |a iniciacion de movimientos (Cui et al. 2014; Jin et al. 2014). Desde ambas perspectivas se
concluye que la actividad de la via directa facilita los movimientos, sin embargo, para la via indirecta
no hay una clara interpretacion. Si bien la activaciéon de esta via previo al inicio de una secuencia de
acciones pudiera contribuir a la adecuada seleccion del programa motor deseado (Kim et al. 2017),
también existe la posibilidad de que permita el cambio/transicion entre estados, es decir del
momento previo al inicio de la ejecucion propiamente dicha. De ser cierta la aseveracion anterior,
sobre la contribucién al cambio/transicidn entre estados, se sustentaria una nocién mas compleja
acerca de la contribucion de la via indirecta de los ganglios basales al control motor.

Por lo tanto, en el presente proyecto nos propusimos resolver la disyuntiva sobre la actividad de la
via indirecta a través de registros opto-electrofisioldgicos in-vivo y de la inhibicién optogenética de
esta via en animales realizando transiciones entre secuencias de acciones consecutivas. Los
resultados de este proyecto contribuyen a la compresion de la participacion de este subcircuito sobre
la seleccidn, inicio, cambio/transicién y ejecuciéon de secuencias de acciones.



ANTECEDENTES
Secuencias de Acciones

La capacidad de aprender y generar acciones secuenciales es un mecanismo conductual utilizado
por todos los organismos como parte de las habilidades que permite asegurar su supervivencia.
Actualmente existen modelos para explicar como las acciones son organizadas, a través de la
experiencia, en secuencias precisas de movimiento para producir habilidades complejas (Jin & Costa
2015). La organizacién de las acciones en secuencias, se ha explicado a través de dos teorias
principales: 1) Segun la teoria de la cadena de reflejos (estructura serial), se define una secuencia
de acciones (sistema de movimientos) como: “Una combinacion de movimientos enlazados entre si
de tal forma que el estimulo generado por la ejecucion de cierto movimiento es requerido para la
realizacion de los siguientes” (Figura 1A, Washburn 1917) . Es decir, la organizacion serial esta
basada en el principio estimulo-respuesta. 2) El modelo jerarquico, sugiere que las secuencias de
acciones se organizan como sub-secuencias que a su vez estan compuestas por elementos de sub-
sub-secuencias y, los principales nodos tienen la capacidad de acceder a los diferentes
componentes de niveles inferiores (Figura 1b, Jin & Costa 2015). Se ha establecido que para
generar un patron secuencial se requiere la imposiciéon de un esquema general que, a pesar de un

amplio rango y variedad de elementos, determina la secuencia de actos especificos (Lashley 1951).

A. Orden Serial

Cat D@2 D>+ 83 D>+ a8 D+ a5 D+ a6 >+ a7 >+-Cas >

B. Orden Jerarquico

>
T
CHD =R D —=—
/N /N VAR

AT O+Caz2 >+C@8 O+Cat D>+ D>+ >+Car >+Ca8 >

Figura 1. Modelo de organizacion de secuencias de acciones.
A. Modelo serial. B. Modelo jerarquico. (Modificado de Jin & Costa,2015)



Desordenes del movimiento como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington y la
distonia estan caracterizados por una disfuncion en la regulacién de acciones voluntarias (Albin et
al. 1989; M R DelLong 1990). Una accion voluntaria se define como todo aquello que el sujeto realiza
de manera consiente y por una causa identificada (Frankfurt 1988). Diversos estudios han
demostrado que pacientes con este tipo de patologias presentan problemas tanto en el aprendizaje
como en la ejecucion de secuencias de acciones (Benecke et al. 1987; Ghilardi et al. 2003; Seidler
et al. 2007). Derivado de lo anterior, una gran cantidad de estudios en animales y humanos han
demostrado que el estriado, el cerebelo y las estructuras relacionadas que forman el circuito cortico-
estriatal y cortico-cerebelar contribuyen al aprendizaje y ejecucién de secuencias motoras (Doyon
2008).

Circuito Cortico-Estriatal en la Generaciéon de Secuencias de Acciones

Las conexiones cortico-estriatales tienen un rol central en el desarrollo de conductas dirigidas a
objetivos, incluida la motivacion y cognicion necesaria para desarrollar las acciones apropiadas para
obtener una consecuencia especifica (Haber 2016). Las conductas que involucran secuencias de
acciones pueden ir desde complejas habilidades humanas, movimientos instintivos especie-
especificos hasta secuencias motoras aprendidas (Aldridge & Berridge 1998). Con respecto a estas
ultimas, se ha demostrado que en las primeras fases del entrenamiento para la realizacion de
acciones existe una amplia variabilidad en la actividad neuronal en el estriado y la corteza motora.
Esta variabilidad decrementa de manera sustancial al momento en el que se consolida la accion
(Barnes et al. 2005; Costa et al. 2004), lo que sugiere modificaciones plasticas en la circuiteria
cortico-estriatal que pudieran facilitar el desempefio mas eficiente de programas motores
especificos tras el aprendizaje (Yin et al. 2009). La contribucion de la corteza a la ejecucion de
secuencias motoras ha sido ampliamente estudiada. Por ejemplo, Mushiake y colaboradores
reportaron que la corteza motora suplementaria participa en el desempefio de secuencias
especificas de movimientos, ademas han sugerido que las neuronas de la corteza pre-motora
participan de manera especifica y diferencial en secuencias guiadas visualmente con respecto a
aquellas que deben realizarse sin una guia sensorial (Mushiake et al. 1990; Mushiake et al. 1991;
Figura 2A). Adicionalmente a los estudios anteriores, Tanji & Shima encontraron que la corteza
suplementaria no solo se activa para ciertos movimientos, sino que ademas, lo hacen para
secuencias con movimientos en un orden especifico, 10 que pareciera indicar que estas células
contribuyen a la planeacion y codificacion de multiples movimientos futuros (Figura 2B, Tanji &
Shima 1994).



Ademas se ha demostrado que la corteza prefrontal muestra una activacion co-temporal con todos
los segmentos de una secuencia, y la fuerza de representacion de un segmento dado es especifica
a su posicién en la cadena de ejecucion (Averbeck et al. 2002), lo que apoya la teoria de

organizacion serial de acciones en secuencia.

A Corteza Pre-Motora C Estriad
Corteza Motora Suplementaria futade
Presién
Presién Fase 1 Fase2 Fase3 Fased
. \
=g ) y =
o R e Gt
Interna = i s
) I i dl il
e | o ' 1
;ci.HhM MWM S TR
! e’ T T i’ T T e’ T e’
B Corteza Motora Suplementaria
wany - .. teas . y N
D

Fase 3: Secuencia Fase 3: No Secuencia

Figura 2. Contribucidon del circuito cortico-estriatal a la generacion de secuencias de acciones. A.
Unidad representativa de la corteza suplementaria que se activa para una secuencia de movimientos
especifica (panel izquierdo) y, unidad representativa de la corteza premotora que se activa de manera
especifica durante secuencias guiadas (panel derecho; Modificado de Mushiake et al. 1990; Mushiake et al.
1991). B. La corteza motora suplementaria se activa de manera selectiva para acciones que aparecen con un
orden especifico (Modificado de Tanji & Shima 1994). C. Actividad estriatal durante la realizacién de
secuencias complejas de acicalamiento en ratas. D. Actividad neuronal del nucleo estriado observada para
una accion particular cuando se realiza dentro y fuera de una secuencia (Modificado de Aldridge & Berridge
1998).

Con respecto a la actividad estriatal durante la realizacion de patrones secuenciales complejos,
como lo son las conductas de acicalamiento en ratas, Aldridge y Berridge han demostrado que las
neuronas estriatales presentan actividad correlacionada con cada una de las acciones
estereotipadas que componen la secuencia de acicalamiento (Figura 2C). Lesiones en esta
estructura, y no en otros sistemas motores como la corteza primaria, secundaria o el cerebelo,
incrementan la probabilidad de una ruptura en la estructura serial de la cadena de secuencias

(Aldridge & Berridge 1998). Ademas, la deplecion de dopamina en el estriado sugiere que esta



estructura es importante para el mantenimiento de la organizacion secuencial de las conductas de

pelea en ratas juveniles (Pellis et al. 1993).

Mas adelante se describird con mayor profundidad los estudios que sustentan la idea e importancia
de la participacion del estriado, en el aprendizaje y la ejecucion de secuencias de acciones. A
continuacion, se describen algunas generalidades sobre los ganglios basales, las teorias que
explican su contribucién al movimiento voluntario, y su relacion con la ejecucién de secuencias de

acciones.

Ganglios Basales: Generalidades

Los ganglios basales son un conjunto de nucleos subcorticales implicados en distintas funciones
relacionadas con la actividad motora [aprendizaje motor, funciones y comportamientos ejecutores y
emociones (Lanciego et al. 2012)]. Las estructuras que se incluyen dentro de este conjunto son: el
nucleo caudado y putamen (estriado en roedores), los segmentos externo e interno del globo palido
(este ultimo nucleo entopeduncular en roedores), el niucleo subtalamico y la sustancia nigra. El
entendimiento de la fisiologia que rige la actividad de estos nucleos fue altamente reforzado por
diversas observaciones clinicas durante el siglo pasado las cuales asociaban lesiones en el nucleo
lenticular y en el nucleo subtaldmico con signos parkinsonianos, distonia y hemibalismo (Wilson
1925; Martin 1927; Albin et al. 1989; Mahlon R. DeLong 1990). A partir de estos estudios, una gran
cantidad de esfuerzo ha sido encausado para tratar de comprender la actividad de los ganglios

basales tanto en un concepto anatémico-fisiolégico como patoldgico.

Diversos estudios anatdmicos han demostrado que estos nucleos son un punto importante donde
convergen aferencias de distintas regiones cerebrales. El estriado, principal nucleo de entrada de
los ganglios basales, recibe aferencias glutamatérgicas provenientes de la corteza y del talamo
(Webster 1961; Webster 1965; Kemp & Powell 1971; Gerfen 1984), dopaminérgicas de la sustancia
nigra pars compacta y el area ventral tegmental (Kubota et al. 1986), serotoninérgicas del nucleo

dorsal del rafe (Lavoie & Parent 1990) y colinérgicas del tallo cerebral.

La poblacion de neuronas presentes en el estriado esta compuesta en su mayoria por neuronas de
proyeccion espinosas medianas de naturaleza GABAérgica (95%) y en una pequena parte por
interneuronas (Chang et al. 1982; Kemp & Powell 1971). Estas ultimas divididas en principio por su
naturaleza quimica en interneuronas GABAérgicas e interneuronas colinérgicas ténicamente

activas. A su vez, las interneuronas GABAérgicas presentes en el estriado pueden sub-clasificarse
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segun su perfil molecular basado en la expresion de marcadores como parvoalbumina, calretinina y

somatostatina (Kawaguchi et al. 1995).

Las neuronas de proyecciéon del estriado, las neuronas espinosas medianas, se clasifican por su
patrén de proyeccion y, ademas, por la expresion de neuropéptidos y receptores especificos. Las
neuronas espinosas medianas GABAérgicas con proyecciones monosinapticas hacia la sustancia
nigra pars reticulata (SNr) y al segmento interno del globo palido (GPi) que ademas expresan
dinorfina, sustancia P y el receptor de dopamina D1 se integran como parte de la via directa.
Aquellas neuronas espinosas GABAérgicas que proyectan hacia la SNr a través del segmento
externo del globo palido (GPe) y el nucleo subtalamico (STN) que ademas expresan receptores de
dopamina D2 y encefalina forman parte de la via indirecta. Ademas, es importante mencionar que
se ha demostrado que las aferencias que recibe el estriado son diferenciales para cada una de los
subcircuitos descritos con anterioridad (Figura 3; Lei 2004; Guo et al. 2015; Wall et al. 2013).

Ganglios Basales: Secuencias de Acciones

Una de las primeras evidencias que demostré la contribucién de la actividad estriatal a la planeacion
y desarrollo de movimientos fueron las observaciones de Romo & Schultz, que evidenciaron una
poblacion de neuronas estriatales que se activaban de manera fasica previo al inicio de una accién
especifica (Schultz & Romo 1988).

Estudios posteriores, han determinado que el estriado es pieza clave para el aprendizaje y el
correcto desempefio de conductas motoras (Aldridge & Berridge 1998; Yin et al. 2009; Tecuapetla
et al. 2016). Sin embargo, pocos estudios han evidenciado que existen cambios plasticos region
(dorsomedial/dorsolateral) y via especificos involucrados en el aprendizaje de una habilidad. Con
respecto a lo anterior, se ha observado que el estriado dorsomedial esta involucrado principalmente
en fases tempranas del aprendizaje motor mientras que la region lateral participa en la fase final del
entrenamiento, esta Ultima fase propicia potenciacion de la transmisién glutamatérgica

especificamente en neuronas de la via indirecta de la region dorsolateral (Yin et al. 2009).

Ademas, se ha demostrado que existe una modulacioén diferencial en la actividad estriatal cuando
una accion especifica se realiza dentro de un patron secuencial a cuando lleva a cabo de manera
aleatoria (Figura 2D). Este tipo de codificacion es particular a la region dorsal cuando se compara

contra los patrones de actividad del estriado ventral. Se ha sugerido que esta actividad pudiera estar



implicada en las transiciones accién-accién de la cadena general o en la estructura de la cadena
global (Aldridge & Berridge 1998).

Vias de los ganglios basales para la regulacion del control motor

La participacion de los ganglios basales en el control motor se explica a través de la participacion
de los dos principales sub-circuitos que los conforman: la via directa e indirecta (Gerfen 2006).
Existes dos perspectivas, una antagonica y una sinérgica, para explicar como estas vias interactuan

para regular la actividad motora.

La perspectiva antagonica sugiere que la activacion de la via directa se activa para propiciar el
movimiento, mientras que la via indirecta lo hace para inhibirlo (Alexander & Crutcher 1990; Gerfen
1984; Mahlon R. DeLong 1990; Kravitz et al. 2010; Durieux et al. 2012; Tai et al. 2012). Esto es que
la activacion cortical produce la liberacion de glutamato que activa a las neuronas de proyeccion
espinosas medianas que proyectan hacia la SNr y el GPi (via directa), lo cual ejerce un efecto
inhibitor en las neuronas GABAérgicas de la sustancia nigra que proyectan hacia el talamo,
generando una desinhibicion en esta estructura que proyecta hacia la corteza (Figura 3). El
resultado de esta cadena de eventos es la generacion del movimiento. Por otro lado, la activacion
glutamatérgica de las neuronas que proyectan hacia el GPe y el NST (via indirecta) y, posteriormente
hacia la SNr, resulta en la disminucién de la actividad locomotriz (Durieux et al. 2009; Kravitz et al.
2010; Durieux et al. 2012; Freeze et al. 2013).
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Figura 3. Esquema general de la Conectividad de los Ganglios Basales.

En rojo se ilustran las principales aferencias excitatorias, mientras que en negro las proyecciones inhibitorias
de naturaliza GABAérgica. SNc: Sustancia Nigra pars compacta. SNr: Sustancia Nigra pars reticulata. GPe:
Globo Palido Externo. GPi: Globo Palido Interno (Entodpenduncular en roedores). NST: Nucleo Subtalamico.
NPP: Nucleo Pedunculo Pontino.

Entre las ultimas evidencias experimentales que apoyan esta vision, se encuentran los trabajos de
Kravitz y colaboradores en los que, utilizando un modelo de denervacion de los axones
dopaminérgicos, demuestran que la activacion bilateral de las neuronas de la via directa decrece los
signos de inmovilidad e incrementa el tiempo de deambulacién mientras que la estimulacion de la
via indirecta decrementa este tiempo e incrementa bruscamente el tiempo que el roedor pasa
detenido (Kravitz et al. 2010) .

Por otra parte, la perspectiva sinérgica sugiere que ambas vias pueden funcionar de manera
concurrente para lograr los movimientos deseados (Mink 1996; Hikosaka et al. 2000; Hikida et al.
2010; Cui et al. 2014; Jin et al. 2014; Tecuapetla et al. 2014). Recientes estudios en los que se
evalla los cambios en calcio intracelular, como reportero de actividad neuronal, registros
extracelulares y manipulaciones optogenéticas en animales en libre movimiento han demostrado
que existe la activacion simultanea de ambas vias precediendo la realizacion del movimiento(Cui et
al. 2014; Tecuapetla et al. 2014; Tecuapetla et al. 2016).



Ambas perspectivas se concilian en el estudio de Jin y colaboradores (Jin et al. 2014) quienes
observaron distintos patrones de disparo para cada una de las vias durante la realizacién de una
secuencia de acciones. Sugiriendo que la via indirecta muestra una activacion precediendo al inicio
de la secuencia y una inhibicién durante la ejecucion de la misma, corroborando el hecho de que
ambas vias se activan de manera concomitante durante la iniciacion de las secuencias motoras (Jin
et al. 2014).

La via indirecta de los ganglios basales y su participacion en el control motor.

Estudios de ablacion de las neuronas estriatopalidales realizados en animales en libre movimiento
en paradigmas de campo abierto (Durieux et al. 2009; Hikida et al. 2010; Sano et al. 2013), asi como
los experimentos de activacion optogenética demuestran la contribucion de este subcircuito a la
reduccion en el movimiento general (Kravitz et. al 2013, Oldenburg & Sabatini 2015). Por otra parte,
la via indirecta se ha relacionado a procesos de seleccién para el control de la generacion de
acciones especificas (Kim et. al. 2017). A continuacion, se revisaran brevemente algunos de los
trabajos que demuestran la contribucion de este subcircuito al control de conductas dirigidas a

objetivos.

Se ha demostrado que el estriado almacena informacion de experiencias anteriores y la utiliza como
parte del proceso de generacion de conductas. Con respecto a la via indirecta, Tai y colaboradores,
mediante técnicas optogenéticas lograron mimetizar el fenémeno en el que el valor asignado a una
recompensa especifica propicia que la via indirecta sea capaz de sesgar la conducta hacia la
generacion de acciones especificas, asi como de modificar el tiempo de respuesta para conseguir
un objetivo (Tai et. al. 2012). Ademas, se ha demostrado que la informaciéon sobre objetos o
acciones especificas que no propician la obtencion de la consecuencia esperada se codifica en las
neuronas estriatopalidales. Es decir, las neuronas de la via indirecta incrementan su tasa de disparo
al reconocer esta clase de objetos, y transmiten esta informacion a lo largo de la via. La
consecuencia final sobre el movimiento es la supresion del programa motor que promueve conseguir
el objetivo determinado, lo que demuestra la importante participacion de la via indirecta en los
procesos seleccion de acciones (Kim et. al. 2017). Por otra parte, la modificacién de los patrones
de actividad de la via indirecta por medio de optogenética en animales realizando secuencias de
acciones genera el término anticipado de la conducta. Cuando esta alteracion se realiza en el

momento previo al inicio de la secuencia, el sujeto retrasa el inicio de la conducta (Tecuapetla, et.



al. 2016). Lo que muestra que este subcircuito es importante para el inicio y la ejecucién de

secuencias motoras.

Actualmente, no se tiene una clara interpretacion de la contribucion de este subcircuito al control y
generacién de secuencias de acciones, dado que si bien la activacién de esta via previo al inicio de
una secuencia de acciones pudiera contribuir a la adecuada seleccion del programa motor deseado
(Kim et al. 2017) , también existe la posibilidad de que permita el cambio/transicion entre estados,
es decir del momento previo al inicio a la ejecucion propiamente dicha, ya que la alteracion de la
actividad de la via justo antes de iniciar propicia el aborto inmediato de la accién (Tecuapetla et. al.
2016).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Derivado de lo anterior, podemos resumir que la corteza se activa muy probablemente guiando la
actividad del estriado para la iniciacidon, cambio y realizacibn de secuencias de acciones. La
activacion de la via directa, durante el inicio y la realizacion de secuencias de acciones, facilita la
salida de los programas motores deseados y permite la ejecucion del movimiento, mientras que la
activacion de la via indirecta, durante el inicio y la realizacion de secuencias de acciones, inhibe
programas motores simultaneos que compiten con la realizacion del movimiento deseado. No
obstante, queda latente la posibilidad de que la via indirecta se active durante la iniciacion de una
secuencia de acciones para permitir el cambio entre estados motores. Por lo tanto, en el presente
proyecto, a través de registros opto-electrofisioldégicos e inhibicion optogenética de la via indirecta

de los ganglios basales in- vivo, nos propusimos estudiar tal alternativa.

JUSTIFICACION

Esclarecer la contribucion de la via indirecta de los ganglios basales a la seleccién de acciones y en
particular a la realizacion de secuencias motoras consecutivas permitira favorecer o refutar la
generalizacién que se hace acerca de que la activacion de esta via inhibe los programas motores

no deseados para permitir la seleccion de acciones.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Las neuronas estriatales de la via indirecta se activan para permitir la transicion entre secuencias

de acciones?

HIPOTESIS

La via indirecta de los ganglios basales contribuye a la correcta ejecucion de cadenas de secuencias
de acciones, especificamente mediando el cambio/transicion entre ellas.
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OBJETIVOS

General

Diseccionar la contribucién de la via indirecta de los ganglios basales al cambio/transicion entre

secuencias de acciones

Especificos

a) Implementar con animales en libre movimiento una estrategia para el estudio del cambio
entre secuencias de acciones

b) Registrar e identificar la actividad de las neuronas de la via indirecta durante el
cambio/transicion entre dos secuencias de acciones

¢) Manipular la actividad de la via indirecta durante el cambio/transicion entre acciones por

medio de optogenética.
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METODOLOGIA

Modelo de Estudio

Se utilizaron ratones machos A2a-Cre de entre 8 y 12 semanas de edad derivados de la linea KG
139 (Gong et al. 2003) (Figura 4A). Los animales A2A-Cre expresan la enzima cre-recombinasa en
funcién del promotor del receptor para adenosina (A2a). Se ha reportado que este receptor se
encuentra altamente expresado en el estriado formando heterémeros principalmente con el receptor
D2 de dopamina, lo que ha permitido asociarlo como uno de los marcadores principales de la via
indirecta (Figura 4B, Qiaozhen et al., 2009; Yu, Gupta, Chen, & Yin, 2009). La utilizacién de la
linea descrita anteriormente nos permitio identificar la actividad especifica de esta via en animales
in vivo utilizando la técnica de identificacion foto-asistida de poblaciones neuronales (PINP, Lima et

al. 2009) y la manipulacion especifica del sub-circuito de interés mediante optogenética.

A2A Cre GFP

Figura 4. Modelo experimental para el estudio de la actividad de la via indirecta.

A. Raton A2A-Cre y representacion de la expresion del receptor A2a en el cuerpo estriado (Adaptado de
GENSAT). B. Corte sagital para representar el marcaje de las neuronas de la via indirecta y de sus respectivas
proyecciones en ratones A2a-Cre.C. Esquema de la caja de comportamiento operante utilizada para la
implementacion del paradigma conductual.
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Implementacién de una estrategia para el estudio del cambio entre secuencias de
acciones

La implementacion de una tarea de comportamiento operante se llevé a cabo en cajas de
entrenamiento (Med-Associates, Inc; # MED-307A-CT-B1) equipadas con dos palancas, un
receptaculo para recepcion de comida y 2 sensores infrarrojos para la deteccién de diferentes

eventos durante cada sesion (Figura 4C).

Se disefd un plan de entrenamiento que consistio en 6 fases consecutivas siendo la ultima aquella
donde es posible evaluar la transicion entre dos secuencias de acciones (Figura 5). A continuacion,

se describe cada una de ellas:

1) Pre-Entrenamiento: Dirigido a que el animal explore la caja de entrenamiento y localice

el sitio donde se entregaran las recompensas. Consiste en una sesion de 30 min donde
cada 30 s, de manera aleatoria, se le administrara un comprimido de 14 mg de sacarosa
(recompensa, Figura 5A).

2) Reforzamiento Continuo: En esta fase se presentara una palanca la cual debe ser

presionada para obtener el reforzador. Consiste en 3 sesiones donde cada presion
origina una recompensa, la sesion termina cuando el sujeto obtenga 15 recompensas o,
en su caso, transcurran 30 min (Figura 5B). En una cuarta sesion se expone la segunda
palanca.

3) Secuencias de Razon Fija: Para obtener recompensa el animal debe de presionar 8

veces consecutivas la palanca expuesta, esta se presenta de manera alternada. En esta
fase debe realizar 15 secuencias en cada palanca para finalizar la sesion (Figura 5C).

4) Secuencias de Razon Fija con Castigo: Consiste en la tarea descrita anteriormente,

pero con la restriccion de que el animal no puede visitar el sitio de entrega de
recompensas hasta haber terminado la secuencia de 8 presiones. En el caso contrario,
la palanca sera retraida y la luz se apagara por 10 s. Para finalizar la sesién debe
completar 15 ensayos en cada palanca.

5) Cadenas de Secuencias Estimulo-Respuesta: En esta fase el animal debe de realizar

2 secuencias de 4 presiones en cada palanca para obtener el reforzador. Se presenta la
primera palanca e inmediatamente cuando se completan las 4 presiones esta se retrae y
se expone la segunda palanca para que el animal pueda terminar las 4 presiones

restantes y asi generar un reforzador (Figura 5D). No se permite que se generen visitas
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al sitio de entrega de recompensas antes de terminar la cadena de secuencias. La sesién
termina cuando se consiguen 30 recompensas o transcurren 30 min.

6) Cadenas de Secuencias Estimulo-Respuesta y Autoiniciadas: Es la ultima fase del

entrenamiento, se compone de 3 repeticiones Cadenas Estimulo-Respuesta vy, 3
repeticiones de cadenas de secuencias donde las palancas se exponen al mismo tiempo
y se mantienen expuestas durante la realizacion de la tarea, igualmente se necesitan 4
presiones en cada palanca antes de recibir la recompensa, pero el sujeto es libre de
decidir cuantas presiones realizar antes de transitar a la segunda secuencia (Figura 5E).
Son acreedoras de castigo las secuencias interrumpidas por visitas al sitio de entrega de
recompensa o por presionar la siguiente palanca antes de terminar la primera secuencia.

La sesion termina cuando se consiguen 30 recompensas.

Para fomentar el rendimiento de los animales, estos fueron mantenidos al 80 % de su peso inicial
durante las sesiones de entrenamiento, reentrenamiento y registro. Se hizo un monitoreo del peso

corporal antes de cada sesion y, con base en este, se regulé el alimento suministrado diariamente.

A B ¢
Palanca1 A Il ¥

Palanca 1 1111
FH Palanca 2 A ¥
Recompensa --]--]--]--]

Tiempo ——»
p Tiempo Recompensa | ]

Recompensa

Tiempo ———»

D E . .
- Al d
Palanca 1 ﬂl"" ‘|‘||||+ . Estimulo-Respuesta . utoiniciada
Palanca 2 AMilly Ay Palancat Al  Mllly  Alliv
Palanca 2 Ay - Ay Ay A IIE T TN ¥
Recompensa | |
Recompensa ] | | | | |

Tiempo ————— Tiempo ——mM8 >

Figura 5. Programa de entrenamiento para la implementacion de una estrategia que permita el estudio
del cambio entre secuencias de acciones.

A. Pre-Entrenamiento. B. Reforzamiento continuo. C. Secuencias de Razén Fija. D. Cadenas Estimulo-
Respuesta. E. Cadenas Estimulo-Respuesta y Autoiniciadas. (1) Exposicidn de la palanca. (|) Retraccién de
la palanca. Presiones en palanca uno y dos para secuencias estimulo respuesta respectivamente (| |).
Presiones en palanca uno y dos para secuencias autoiniciadas (| |). Entrega del reforzador (|).
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Registro e Identificacion de Neuronas de la Via Indirecta Durante el
Cambio/Transicion entre dos Secuencias de Acciones in vivo

Expresion de Opsinas e Implante de Electrodos/Fibra para Registro vy
Fotoidentificacion.

Para determinar la actividad de la via indirecta de los ganglios basales in vivo se realizaron registros
electrofisioldgicos extracelulares en animales transgénicos que, como se mencioné anteriormente,
expresan la enzima cre-recombinasa en funcion del promotor del receptor para adenosina (A2a). La
expresion cre-dependiente de la opsina en el estriado dorsal se indujo a través de la inyeccién del
vector viral adenoasociado serotipo 1 para la expresion de Channelrhodopsin (Figura 6A; AAV.2.1-
Ef1a-DIO-hchR2-(H134R)-eYFP, UNC Vector Core, #AV4378, 3.9 x 1012 vg/mL).

Channelrhodopsin Archeorhodopsin
A B
i) i)
Anteroposterior: +0.5mm
Mediolateral: +2.1 mm '
Dorsoventral: 2.3 mm
") ; Lox 2722 1 ") P L F-7 7 B
F Dl 4 [E D B e 4= —
|
Il -------------------- g S — { -------------------- Lox P -====-mmmmo?
l Cre-Recombinasa l Cre-Recombinasa

L

Figura 6. Expresiéon de opsinas en el estriado. Channelrodhopsin y Archeorodhopsin.

A. i) Diagrama representativo del sitio de inyeccion viral. A ii) Esquema del constructo viral para la expresion
de channelrodhopsin en el estriado. B i) Diagrama representativo de los sitios en inyeccién bilateral de
Archeorodhopsin. B ii) Esquema del constructo viral que permite la expresion de la opsina de forma especifica.
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Durante la cirugia, se removid una region del craneo de aproximadamente 0.5 mm x 0.5 mm para
permitir la inyeccion del virus. El volumen total de vector administrado fue de 500 nL a una velocidad
de 55.3 nL/min en la region dorsoventral del estriado derecho, utilizando un micro-inyector (Nanoject
I, Drummon Scientific) (Coordenadas en funcion de bregma: Anteroposterior: +0.5 mm,
Mediolateral: +2.1 mm y Dorsoventral: 2.3 mm, Figura 6A). La pipeta fue retirada 10 a 12 minutos
después de finalizar la inyeccion del virus para permitir la difusion de este. Posteriormente, para el
registro de actividad neuronal en el estriado dorsal en animales en libre movimiento, fue necesaria
la implantacion de una matriz de 16 electrodos (Innovative Neurophysiology Inc.) a la cual se le
acoplo una fibra optica de 200 um de didmetro para la estimulacion y fotoidentificacion de neuronas
de la via indirecta (Figura 7A 'y B).

Los animales se mantuvieron en recuperaciéon por 5 dias antes de iniciar una fase de
reentrenamiento para, posteriormente, continuar con los registros electrofisiolégicos durante la

realizacion de la tarea (Figura 7D).

Registros electrofisiolégicos in-vivo.

Antes de iniciar el registro, los animales fueron sedados en una cdmara de anestesia para permitir
la colocacién de la fibra que conecta la fibra Optica con el laser de emision de luz azul (475 nm) y,
con la tarjeta que permite el paso de la sefial captada por los electrodos hacia el sistema. Tras 10
minutos de recuperacion, los animales fueron trasladados a la caja de entrenamiento para iniciar

con la seleccién de unidades antes de exponerlos a la conducta operante.

Se realizé una clasificacion inicial de senales a través de la interfaz Cereplex Direct Software Suite
utilizando barras para delimitar las sefales electrofisiolégicas que son derivadas de la actividad
neuronal y asi diferenciarlas del ruido de fondo (denominamos ruido a las sefales que no podemos
clasificar como sefales provenientes de la actividad neuronal; Figura 7C, panel izquierdo). Las
senales fueron adquiridas utilizando un filtro de paso alto de 750 Hz y con una velocidad de muestreo
de 30 000 puntos por segundo. Tras la seleccién de unidades, se inici6 el registro de la actividad
neuronal durante la realizaciéon de la tarea (Figura 7D). Es importante mencionar que como parte
de los analisis post-registro se realizé una segunda clasificacion de unidades a través de un analisis
de componentes principales por medio del software Offline Sorter (version 2.8.8, Plexon, Inc; Figura
7C).
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Figura 7. Registros electrofisioldégicos in vivo.

A. Fibra éptica acoplada a un arreglo de 16 electrodos para el registro extracelular de la actividad neuronal y
su posterior fotoidentificacion. B. Diagrama representativo de la localizacion del arreglo en el estriado dorsal
para el registro durante la realizacion de la tarea de comportamiento operante.

C. Ejemplo representativo de una unidad aislada durante la clasificacion post-registro. D. Actividad registrada
a lo largo de la sesion conductual para una unidad representativa.

Fotoidentificacion

Al finalizar la sesion de registro, el estriado dorsolateral fue estimulado con luz azul de 475nm vy, 1-
5 mW, (longitud de onda necesaria para estimular a la opsina expresada tras la infeccion) utilizando
dos protocolos distintos, estimulaciéon continua por un segundo y estimulacién con una frecuencia
de 10 Hz (pulsos de 10 ms). Se determind que la unidad registrada correspondia a una neurona de
la via indirecta, sélo si respondia positivamente a la activacion con luz azul (incrementando su
frecuencia de disparo en el momento de la estimulacion con una latencia menor a 6 ms, esto debido
a la activacion directa de las neuronas por los estimulos luminicos; para criterios adicionales ver
andlisis de la actividad de la via indirecta mas adelante). Lo anterior nos permitié identificar la

actividad de las neuronas de la via indirecta de las sefales de la poblacion general registrada in vivo
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y asi poder aislar la actividad de este sub-circuito durante el cambio/transicién entre secuencias de

acciones (Lima et al. 2009).

Andlisis de la actividad de la via indirecta

Los datos obtenidos a partir de los registros extracelulares in vivo se analizaron a través de un
analisis de componentes principales utilizando el software Offline Sorter V2.8 (Plexon, Inc.)
agrupando aquellas sefiales que estuvieran en el mismo componente y cuyo intervalo pico-pico fuera

el mismo.

Se utilizoé el software NeuroExplorer V3.2 para evaluar la respuesta a la estimulacion con luz
agrupando la actividad registrada de cada unidad en intervalos de 10 ms. Aquellas unidades que
presentaron un incremento en la actividad cuando esta fue alineada a la estimulacion se
consideraron como posibles neuronas de la via indirecta y sus respectivos datos fueron exportados
a MATLAB para posteriores analisis. Una neurona fue considerada como positiva para la expresion
de channelrodhopsin y, por lo tanto, como neurona de la via indirecta si cumplia con los siguientes

postulados (Figura 12 A-E):

1) La latencia en respuesta al estimulo luminico es menor a 6 ms.

2) La respuesta evocada se mantiene durante todo el estimulo.

3) Las formas de onda evocadas por el estimulo son idénticas a la de la senal espontanea (R>
0.9yp<0.05).

Para determinar la dinamica poblacional de la via indirecta a lo largo de la realizacion de una cadena
de secuencias, la actividad de las unidades clasificadas pertenecientes a la via indirecta fue
graficada partiendo de los histogramas perievento (PHS) de cada unidad. Cada PHS fue generado
a partir de la suma acumulada de potenciales de accion registrados en todos los ensayos en un
intervalo de tiempo especifico (10 ms) que se movid a lo largo de toda la sesidon y que fue alineada
a un evento especifico. Los eventos de interés a los cuales se alined la actividad de la via indirecta
durante el paradigma conductual fueron la primera y la ultima presion de cada una de las secuencias

que conformaban la cadena (Figura 13 B-E).

La actividad de las unidades identificadas fue normalizada a una condicion basal definida como el
intervalo entre 3 a 2 segundos previos a la primera presion de la primera secuencia. Derivado de la

necesidad de corroborar que los patrones de actividad, en términos de puntuacién z, no fueran
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influenciados por diferencias en la actividad basal de ambas condiciones, se calcul6 el promedio de
la actividad basal por condicién para cada neurona y se comparo a través de una prueba Wilcoxon
(Figura 18D).

También para determinar la modulacién de la actividad de una neurona con respecto a un evento
especifico, se utilizaron curvas ROC donde se comparo la actividad alrededor de este con respecto
a la distribucion de la actividad basal de todos los ensayos en ventanas de tiempo de 100 ms que
se movian en pasos de 10 ms. A partir del andlisis anterior se definieron dos criterios para clasificar
una neurona como modulada: 1) Al menos el 40% de las ventanas deberia ser significativamente
diferente de la basal en los 2 cuadrantes previos o posteriores al evento (un cuadrante se definia
como una ventana de 250 ms) y, 2) Al normalizarla con respecto a la basal, la unidad presentaba
una activacion de al menos 2 valores de puntuacion z en 500 ms alrededor del evento. Como
resultado, se establecieron tres categorias de modulacion: a) Pre/Post: donde la neurona presenta
actividad significativa antes del inicio o posterior al término de la secuencia, b) Presiones: la neurona
presenta actividad significativa durante la ejecucion de la secuencia y ¢) Ambas: la neurona presenta
actividad significativa antes del inicio y durante la ejecucion de las presiones (Figuras 14y 16). El
numero de neuronas reclutadas a lo largo de la cadena de eventos se determiné a partir de la suma
del nimero total de neuronas que fueron moduladas en una ventana de tiempo especifica sin

importar la categoria a la que pertenecieran.

Para determinar si la actividad promedio de las neuronas moduladas en cada una de las épocas
mencionadas anteriormente en cadenas estimulo-respuesta diferia de su contraparte en cadenas
autoiniciadas se utilizé un analisis de ventanas méviles en el tiempo (intervalos de 100 ms que se
mueven en pasos de 10 ms) desde un segundo antes hasta un segundo después del evento de
interés, partiendo de los PHS en puntuacioén z (Figura 18A-B). El mismo tipo de andlisis fue utilizado
para comparar la actividad alineada a cada presion de la misma secuencia e intersecuencia (Anexo
1; Kruskall Wallis p<0.05).

Por medio de analisis de regresion lineal, se determiné la correlacién existente entre la actividad de
la via indirecta y los diferentes parametros que componen la cadena de secuencias (numero de
presiones, duracion, latencia de transicion). Se utilizaron ventanas de 100 ms que se movian en
pasos de 20 ms para determinar la tasa de disparo por unidad y, esta se contrasté contra el
parametro de interés medido en ese ensayo. Los criterios para incluir a una unidad como codificante

para un parametro especifico fueron: un valor de Q > 0.05 (bondad del ajuste) y los intervalos de
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confianza maximos y miminimos, que multiplicados entre si fueran mayores a cero (como referencia

del valor de la pendiente). (Figuras 15y 17).

Ademas, a través de analisis de curvas ROC evaluamos si la actividad de las neuronas podria
diferenciar entre cadenas estimulo-respuesta y autoiniciadas. Para determinar lo anterior se
normalizaron todos los ensayos (E-R y A) de cada unidad por intervalos de tiempo moviles (intervalos

de 100 ms, pasos de 10 ms; Figura 19).

Manipulacién de la Actividad de la Via Indirecta por Medio de Optogenética

Expresion de opsinas e implante de fibras Opticas

Para probar que la actividad neuronal de la via indirecta se relaciona con el cambio/transicion entre
secuencias de acciones se utilizaron animales de la linea A2a-Cre, los cuales expresaban
bilateralmente, por medio de induccién viral la opsina archeorhodopsin (Figura 8A). La cual es una
bomba de protones transmembranal que, al ser activada por luz verde (550 nm), tiene la capacidad
de inhibir el disparo neuronal o la liberacion de neurotransmisor, con resoluciéon de milisegundos
(Chow et al. 2010).

La expresion cre-dependiente de la opsina en el estriado dorsal se indujo a traves de la inyeccién
del vector para Archeorodopsin (rAAVS5/Ef1a-DIO-eARCH3.0-EYFP, UNC GTC Vector Core,
#AV4841D, 4.4 x 10'? virus molecules/mL). Durante la cirugia, se removié una region del craneo de
aproximadamente 0.5 mm x 0.5 mm para permitir la inyeccion del virus. El volumen total de vector
administrado fue de 500 nL a una velocidad de 55.3 nL/min en la region dorsoventral del estriado de
ambos hemisferios (Figura 8B), utilizando un microinyector (Nanoject Il, Drummon Scientific)
(Coordenadas en funcion de Bregma: Anteroposterior: +0.5 mm, Mediolateral: 1.8 - 2.1 mm y
Dorsoventral: 2.3 mm). La pipeta fue retirada 10 a 12 minutos después de finalizar la inyeccion del
virus para permitir la difusién de este. Posteriormente se colocé una fibra éptica de 300 um de
diametro en cada punto de inyeccién para la manipulacion de neuronas de la via indirecta
expresando la opsina (Figura 8C). De la misma manera, en un grupo paralelo de animales A2a-Cre

se indujo la expresion del marcador eYFP como control experimental.

Los animales se mantuvieron en recuperacion por 4 dias antes de iniciar una fase de
reentrenamiento para, posteriormente, continuar con las sesiones de manipulacién durante la

realizacion de la tarea.
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Manipulacién de la Actividad de la Via Indirecta Durante la Transicion

La manipulacion de la actividad de la via indirecta se realizé en las sesiones de la ultima fase del
entrenamiento, donde los sujetos son capaces de realizar de manera estereotipada cadenas
estimulo respuesta y autoiniciadas (Figura 10l). Las sesiones tuvieron una duracién de 60 min sin
limite de reforzadores. Para la activacion de las opsinas se conectaron las fibras 6pticas implantadas
a un par de fibras que recibian el haz de un laser de 556 nm (Single Longitudinal Mode Laser, #MSL-
FN-556, CNI) y cuyo paso era limitado por un obturador controlado automaticamente desde el
equipo. Los animales fueron sedados para la implantacion de las fibras conectadas al laser.
Posteriormente, los individuos fueron trasladados a la caja de comportamiento para iniciar la sesion.
Es importante mencionar que los sujetos tuvieron 2 sesiones previas de habituacion a las fibras para

evitar variaciones en el comportamiento derivada de la conexion.

Se establecieron 3 protocolos de manipulaciéon que permitieron inhibir la actividad de la via indirecta
en tres diferentes momentos de la cadena de secuencias de acciones: 1) antes de iniciar, 2) en la
primera presién y, 3) antes de transitar a la segunda secuencia (Figura 8C). Es importante
mencionar que los protocolos se realizaron en sesiones independientes. La inhibicion de la actividad
neuronal se presenté de manera aleatoria con una probabilidad del 50% por ensayo en pulsos de

luz continua por 2 segundos (25-30 mW).

Protocolo 1

3

jlncio—} Transiciéon ———3 Término
S1 52

Cadena de Secuencias

Protocolo 2

Inicio S Transicion —————-Término
1 S2

I 3
I >

Cadena de Secuencias

Protocolo 3

Inicio Transicion —————3 Término
s1 s2

I >
L

Cadena de Secuencias

Figura 8. Manipulaciéon optogenética durante la realizacion de cadenas de secuencias de acciones.
A. Diagrama representativo de la localizaciéon de la fibra y sitio de inhibicion (recuadro verde), y de las
proyecciones que son inhibidas durante la manipulacién (vista sagital). B. Esquema del sitio de inyeccién e
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implantacion de fibras (superior) y corte coronal obtenido de un sujeto experimental. C. Representacion de los
diferentes protocolos de manipulacién optogenética, el recuadro verde indica el inicio de la inhibicion.

A partir de los datos obtenidos se analizaron los efectos de la manipulacion sobre los distintos
parametros que conforman la cadena de secuencias de acciones: nimero de presiones y duracion
de ambas secuencias, asi como la latencia para transitar referida como el tiempo que transcurre
entre el término de la primera secuencia y el inicio de la segunda. Los datos por ensayo y por
condicion de cada uno de los sujetos fueron normalizados a la condicion control (ensayos sin
inhibicion, 50% del total de ensayos por condicion). Posteriormente, por grupo (experimentales (Arch
3.0) y controles (eYFP) los datos de todos los sujetos fueron agrupados para, a través de una prueba
de U de Mann Wilthney, evaluar los posibles efectos sobre la realizacién de cadenas de secuencias
(Figuras 21y 22). Es importante mencionar que este analisis se realizo por separado para cada una

de las modalidades de transicion.

Histologia

Para verificar la expresion de ChR2 o Arch 3.0 y el sitio de implante del optrodo de registro o fibra
optica de la manipulacion optogenética, el cerebro de los animales fue extraido. Primeramente, los
sujetos fueron anestesiados con una dosis de ketamina/xilacina (95 mg/ 1mg, i.p.) para
posteriormente ser perfundidos con amortiguador de fosfatos (PBS 0.1M) seguido de
paraformaldheido al 4% (PFA). Los cerebros se mantuvieron en PFA al menos 12 horas antes de
ser seccionados en un microtomo (Lancer Microtome Series 1000 Sectioning System) para obtener
cortes coronales de 100 ym. Para el montaje de las muestras se utilizé el medio VECTASHIELD con
DAPI (VectorLabs, #H-1200). Los cortes fueron visualizados a través de un microscopio de

epifluorescencia para determinar el area de infeccion y, la localizacion del electrodo y fibras épticas.

Para corroborar la especificidad de la linea A2a-Cre para marcar la via indirecta de los ganglios
basales se indujo la expresion de ChR2 en el estriado dorsal de una hembra transgénica de 2 meses
de edad. 15 dias post-quirdrgicos, se obtuvo el cerebro de acuerdo al protocolo descrito
anteriormente y se obtuvieron cortes sagitales de 100 um. Las muestras se incubaron 20 min en
una solucion que contenia tritén x-100 al 0.1% y suero de cabra al 0.4% en PBS 0.1M. Durante toda
la noche a temperatura ambiente se mantuvo en agitacion los cortes con el anticuerpo primario (Anti-
encefalina, NOC1, MAB350) 1:200 en PBS -Triton 0.4%. A la mafiana siguiente, se realizaron 5

lavados de 5 min con PBS 0.1M. Posteriormente se agregé un anticuerpo secundario (1:1000) y se
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incub¢ toda la noche a 4°C. Se realizaron 3 lavados con PBS 0.1M por 5 min. Para el montaje de

las muestras se utilizé el método descrito con anterioridad.

En el caso de las manipulaciones optogenéticas, para determinar si el sujeto experimental era
incluido en el andlisis final de datos, cada cerebro fue sometido a la asignacién de una escala
arbitraria en funcion de los siguientes criterios: segmento terminal de la fibra 6ptica en la region
dorsomedial del estriado (DMS), expresién de la proteina reportera con intensidad maxima en el
DMS vy co-localizacion del segmento terminal y la expresion de la proteina reportera; cada criterio
equivalia a un punto en escala arbitraria, lo que originaba un total maximo de 6 puntos teniendo en
cuenta ambos hemisferios. Los sujetos eran incluidos si obtenian un puntaje igual o mayor a 5 en

escala arbitraria.
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RESULTADOS

Implementacion de una tarea para el estudio del cambio/transicion entre
secuencias de acciones.

Para poder estudiar la actividad de la via indirecta de los ganglios basales a través de registros
electrofisiolégicos durante la realizacion de transiciones entre secuencias de acciones, se entrené a
los animales a desarrollar cadenas de secuencias de acciones. El programa de entrenamiento
consisti6 en seis fases consecutivas: 1) Pre-entrenamiento, 2) Reforzamiento Continuo, 3)
Secuencias de Razén Fija, 4) Secuencias de Razoén Fija con Castigo, 5) Transiciones Estimulo-

Respuesta y 6) Transiciones Estimulo-Respuesta y Autoiniciadas.

La finalidad de la fase de reforzamiento continuo fue establecer en el animal la asociacion entre
presionar la palanca y obtener una recompensa. Observando que durante las 3 sesiones de esta
fase existid un incremento en la frecuencia de presiones tanto en animales experimentales
(Frecuencia Sesién (FS) 1 = 0.40 presiones/min £0.08; FS2= 0.93 presiones/min + 0.21; FS3= 1.5
presiones/min = 0.22; ANOVA p<0.005; Figura 10A) como en animales silvestres (Figura 9A). En
una cuarta sesion se expuso la palanca numero 2 evaluando que los animales fueron capaces de
generalizar el hecho de presionar la palanca para obtener recompensa [Palancal = 1.5+ 0.22,
Palanca2 = 1.71+0.30 presiones/min; T-test p>0.05 para sujetos experimentales (Figura 7A-B) y
Palanca1 = 1.85+ 0.36, Palanca2= 3.27+0.47 presiones/min; T-test p> 0.05 para el grupo control
(Figura 9A-B)].

Las dos fases siguientes estuvieron encaminadas a lograr que el animal sea capaz de realizar
secuencias de presiones consecutivas (Figura 9C). Las graficas presentadas en la figura 9D y 10D
muestran un aumento en el nimero de presiones por secuencia para ambas palancas conforme
avanzé el numero de sesiones sin diferencia evidente entre grupos (silvestres versus

experimentales: Sesién1 p= 0.638, Sesién2 p=0.364, Sesion3 p=0.362, T-test).

25



Reforzamiento Continuo

g3 . 6 05
‘E_ -

g 2 4

S m Palanca 1
'g 1 2 B Palanca 2
o

Secuencias de Presiones Consecutivas

D

Presiones/Secuencia

“+S1 Completa
-+-52 Completa
-+51 Incompleta
52 Incompleta

8 | x —
©£100 100
6 3w 80 80
4 g2 60 60
a5 40 40
2 GE 20 20
o

Cadenas Estimulo-Respuesta

F

—8- Cadenas Correctas E-R
—8- HE Intersecuencia

—&— Secuencia 2 Incompleta
¥~ Secuencia 1 Incompleta

Cadenas
Incompletas Completas
(%) (%)
=88 338

Cadenas

Cadenas Estimulo-Respuesta y Autoiniciadas

A
P1 P1 P1 P2
Palanca I 11 1
Recompensa - {-4- -} -}
Sesiones 1 2 3 4
C
Palanca 1 A """“ \
Palanca 2 A “""“*
RECOMpENsa  —--eeee- | |---
E 6
Palanca 1 ?n+""+
Palanca 2 + I II I+ Término
Recompensa = _l.__
Inicio
Ejecucion
Estimulo-Respuesta
G
on
Palanca 1 ?HII 7
Palanca 2 + I " I+ Término
S1
RECOMPENSE  ~rmemcmmmm oo eee |---
Inicio >
Ejecucion
Autoiniciadas
Palanca 1 + %"""*
Palanca 2 + "”" T:mim
S1
RECOMPENSa  coccmcccccmccaan |---
Inicio. ———

Figura 9. Establecimiento de una estrategia para el estudio del cambio/transicién entre secuencias de

Ejecucion

acciones en animales silvestres.

A. Reforzamiento continuo. B. Incremento en la frecuencia de presiones por minuto durante la fase de
reforzamiento continuo (n=6). C. Secuencias de razon fija. D. Tras tres sesiones de entrenamiento, los sujetos
son capaces de generar presiones consecutivas en ambas palancas antes de adquirir la recompensa. E.
Cadenas de secuencias E-R. F. Aumento en el porcentaje de cadenas correctas que involucran secuencias
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Sesion3 (con castigo): Palanca1= 7.73+0.26, Palanca2: 6.18+0.83 presiones/secuencia; U de
Mann-Whitney; p<0.02 para el grupo control; Sesion1 (sin castigo): Palancal= 3.18 = 0.21,
Palanca2: 3.22+0.24 presiones/secuencia; Sesion3 (con castigo): Palancal1= 6.39+0.22, Palanca2:
6.42 +0.20 presiones/secuencia, U de Mann-Whitney; p<0.01 para el grupo experimental), lo que
pudo reflejarse ademas, en una disminucién en el nimero de ocasiones en las que los sujetos

abortaron la secuencia que estaban ejecutando (Figuras 9D y 10D, panel derecho).

Las figuras 9F y 10F muestran que desde la primera sesidn se alcanzé un alto porcentaje de cadenas
correctas durante la condicion estimulo-respuesta sin diferencias significativas entre grupos (media-
sesion1(Control)= 95.5 % % 2.6; media-sesion1(A2a) = 73.6 + 2.94; p=0.79; U de Mann-Whitney).
Por tanto, tras las primeras 4 etapas del entrenamiento, los sujetos ya eran capaces de realizar
secuencias consecutivas al responder a condiciones estimulo-respuesta, lo que nos permitid mover
a los animales a la ultima fase del entrenamiento. En esta fase ultima fue posible estudiar el
cambio/transicién entre dos tipos de cadenas de secuencias de acuerdo con dos modalidades
distintas: cadenas estimulo-respuesta (E-R) y aquella donde el animal es libre para decidir el
momento de transitar hacia la segunda palanca [cadenas autoiniciadas (A)]. En la grafica de la figura
101 puede apreciarse como los animales fueron capaces de realizar ambos tipos de cadenas y como
su rendimiento mejoro a lo largo de las sesiones de cadenas autoiniciadas, [porcentaje de cadenas
correctas Sesién1= 22.5 % + 2.46 contra sesion previa al implante = 76% = 5.0 (Mann-Whitney,
p<0.05)]. Para las cadenas estimulo-respuesta el cambio a lo largo de las sesiones no tuvo
significancia estadistica, sin embargo la tasa de secuencias correctas se mantuvo alrededor del
70%; incluso tras el procedimiento de implante de electrodos del que ademas es posible recuperar
el porcentaje de secuencias correctas en las siguientes cuatro sesiones posteriores a la intervencion
[cadenas estimulo-respuesta: sesién previa= 96.5+3.5% contra sesion 4 posterior a la intervenciéon=
96.5+2.02% (U de Mann-Whitney, p > 0.05); Cadenas autoinicidas: sesién previa= 76.0£5.0% contra

sesion 4 posterior a la intervencion= 53.0+£8.1% (U de Mann-Whitney, p > 0.05).

Por ultimo, del analisis de la realizaciéon de cadenas de acciones (Figura 10H), se encontraron
diferencias significativas en la duracién de la segunda secuencia entre condiciones (cadenas-E-R-
Secuencia2= 1.55+0.12 vs cadena-A-Secuencia2= 2.16+£0.20 segundos Wilcoxon p<0.05; Figura
10H panel central), esto debido a un mayor nimero de presiones en las cadenas autoiniciadas ya
que cuando se cuantifica la duracién de las primeras cuatro presiones para cada tipo de cadena no
se observan diferencias (Wilcoxon p>0.05, Figura 10H inserto). Otro parametro que difiri6 entre tipos
de cadena fue la duracién de la transicién entre secuencias (Transicion-E-R=1.30£0.2 vs Transicion-
A=0.9 + 0.07 segundos, Wilcoxon p<0.05).
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Figura 10. Establecimiento de una estrategia para el estudio del cambio/transicién entre secuencias
de acciones en animales A2a_Cre.
A. Reforzamiento continuo. B. Incremento en la frecuencia de presiones por minuto. C. Secuencias de razon
fija. D. Tras tres sesiones de entrenamiento, los sujetos son capaces de generar presiones consecutivas. E.
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E-R y A. G. Cadenas E-R y A. H. Parametros evaluados durante la sesién de registro.
sujetos a lo largo de las sesiones que involucran cadenas estimulo-respuesta y autoiniciadas de manera
intercalada. La linea punteada indica el dia de implante de fibras y electrodos, la regién amarilla indica las
sesiones de registro y manipulacion.

I. Desempefio de los



Expresion de Opsinas por medio de Induccion Viral

La fotoidentificacion y manipulacién durante los registros extracelulares de las neuronas de la via
indirecta requiere, primeramente, la expresion de opsinas en la poblacién de interés. Lo anterior, se
realizé mediante la inyeccion de particulas virales que contenian la secuencia codificante para la
expresion de channelrhodopsin y eYFP, flanqueadas por sitios de reconocimiento especifico para la

enzima cre-recombinasa (Cardin et al., 2010; Hamilton & Abremski, 1984, Figura 2).

La figura 11A muestra una fotomicrografia de un animal A2a Cre cruzado con una linea de ratén
(Ai35) reportera para expresar la proteina GFP en todas las neuronas que contengan Cre. Se
observa la distribucion de la GFP a lo largo del estriado y el globo palido. Como puede observarse
no existen proyecciones con marca fluorescente hacia SNr, lo que muestra la especificidad de la
linea A2a-Cre para marcar exclusivamente a la via indirecta de los ganglios basales (Qiaozhen et
al. 2009; Yu et al. 2009). La utilizacién de técnicas de marcaje mediante inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos especificos contra encefalina no correlacioné de la forma que podia
esperarse, pero aun en este caso es posible observar en algunas células la superposicién de las

sefales para eYFP y encefalina (Figura 11B-C).

A

A2A Cre GFP

Figura 11. Expresion de Proteinas Exdgenas.
A. Distribucién de la infeccion viral en la region dorsal del estriado (St) y en el globo palido (GPe) (Corte sagital).

B. Marcaje inmunofluorescente contra neuronas de la via indirecta (Rojo: Marcaje contra encefalina, Verde: eYFP).
C. Ejemplo de una célula donde ambas marcas co-localizan.
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Registros Extracelulares de la Actividad Unitaria de Neuronas de la Via Indirecta

Una vez recopilada la actividad eléctrica durante la ejecucion de la tarea se realizé un analisis de
las sefiales obtenidas para efectuar una segunda clasificacion de unidades a través de off line sorting
y analisis de componentes principales (Figura 7). Siguiendo el analisis mencionado se lograron
identificar un total de 242 unidades en la regién dorsomedial del estriado de un total de 6 sujetos
experimentales (Figura 12F). Para evaluar la participacion de la via indirecta durante el
cambio/transicion entre secuencias de acciones se utilizaron ratones A2a-Cre que expresaban
channelrhodopsin (Figura 12G) en la regién dorsomedial del estriado. Se identificaron 34 neuronas
que reunieron los criterios para ser consideradas de la via indirecta (12% del total de unidades
registradas, Figura 12F). La clasificacion de neuronas positivas a estimulacién se realizé6 mediante
el uso de los siguientes criterios: 1) La respuesta evocada ante un pulso de luz se mantuvo durante
todo el estimulo (Figura 12A), 2) La latencia de respuesta al estimulo luminoso es menor o igual a
6 ms (Figura 12E) y 3) La forma de la espiga extracelular evocada por el estimulo es similar a la de

la sefial registrada durante la conducta (evaluado por R> 0.9 y p<0.05; Figura 12 B-D).
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Figura 12. Identificacion de neuronas de la via indirecta por medio de optogenética.

A. Histograma perievento de una unidad representativa durante la estimulacién continua por un segundo con
luz azul. B y C. Comparacion y correlacion entre una espiga generada durante la tarea de comportamiento
operante y una inducida por la estimulacion luminosa para la misma unidad representativa. D. Analisis de
componentes principales utilizado para corroborar la identidad de las unidades fotoidentificadas. E. Histograma
de latencias de respuesta para todas las neuronas fotoidentificadas, se utilizé6 como punto de corte 6 ms. F.
Proporcion de unidades fotoidentificadas como neuronas de la via indirecta. G. Corte coronal que muestra la
localizacion del arreglo de electrodos y fibra dptica sobre el sitio de expresidén de la opsina (region verde) en
el estriado dorsal y el globo palido externo. H. Diagrama para representar la localizacion de los electrodos en
el estriado dorsomedial de diferentes animales registrados.

31



Analisis de la actividad de la via indirecta durante la realizacion de cadenas de
secuencias de acciones consecutivas

Un estudio previo ha demostrado que las neuronas de la via indirecta muestran actividad diferencial
(activacion/inhibicién) durante el inicio y la realizacién de secuencias de movimientos (Jin et al.,
2014). En este trabajo de tesis proponemos que la activacion de la via indirecta de los ganglios
basales observada previo al inicio de una secuencia de acciones permite la adecuada transicion a
la accion consecutiva. Derivado de lo anterior, los registros de la actividad neuronal in vivo que se
presentan a continuacién se llevaron a cabo en sujetos experimentales entrenados a realizar
cadenas de secuencias consecutivas (Figura 10), lo que nos dio un espacio temporal adecuado
para el estudio de la actividad neuronal durante la transicion entre dos secuencias de acciones. La
figura 13 ejemplifica los principales eventos de interés en los cuales se centrara el analisis de la
actividad de la via indirecta en este trabajo: el inicio y el término de cada una de las secuencias que
forman la cadena. Como puede observarse en esta figura, existe una modulacion temporal de las
neuronas de la via indirecta en cada uno de los eventos de interés, resalta de manera importante el
incremento de actividad previo a la presion de la palanca activa y la posterior inhibicién justo en el

momento de la presion seguida de una activacion generando un patron n forma de “M” (Figura 13B).
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Figura 13. Actividad de una unidad de la via indirecta durante la realizacion de secuencias
consecutivas: Unidad representativa.

A. Diagrama de los principales componentes que conforman al paradigma conductual. B-E. Histograma
perievento de una neurona fotoidentificada como parte de la via indirecta alineada a los principales eventos
de interés: B. Presion inicial S1, C. Ultima presion S1, D. Presién inicial S2 y E. Ultima presién S2.
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Analisis del patréon de actividad de la via indirecta durante cadenas de secuencias
estimulo-respuesta

La figura 14A muestra la dinamica poblacional de la actividad de la fraccién modulada de las 34
neuronas A2a-Cre en cada una de las cuatro épocas de interés durante la ejecucién de cadenas de
secuencias estimulo-respuesta (E-R). Al hacer un andlisis de reclutamiento de neuronas en el
tiempo (ver metodologia), observamos que existe un incremento en el numero de neuronas
reclutadas alrededor de los eventos de interés (Figura 14B), reflejandose en la actividad promedio
(en puntuacion z) de las neuronas moduladas para cada época (Figura 14C, panel superior en color

negro).

Al desglosar el patron global de actividad, de las unidades que se modularon durante el inicio de la
cadena (63%), se desprenden tres categorias notorias (Figura 14C, paneles inferiores de color):

1) Neuronas Preparatorias (Pre): El 24% de las neuronas registradas se modulan con una activacion
previa al inicio de la cadena de secuencias E-R, similar a lo reportado anteriormente cuando se traté
de una secuencia de presiones (Jin et al. 2014).

2) Neuronas de Ejecucion (Ejecucion): El 18% de las unidades se activan y se mantienen sostenidas
tras el inicio de la primera secuencia de presiones.

3) Neuronas Preparatorias y de Ejecucion (Ambas): El 21% de las neuronas de la via indirecta se
activa previo al inicio de la cadena de secuencias, se encuentra inhibida durante la realizacion de la
presion y, dicha inhibicién va seguida de una activacién durante la ejecucién. Lo anterior propicia un
patron en forma de “M” que puede observarse en las tres primeras presiones consecutivas de la
primer secuencia (Anexo 1, Panel A).

Tanto las unidades de la categoria 2 y 3 mostraron una activacion sostenida previa al término de la
primera secuencia que fue seguida de una pendiente abrupta tras concluir la ultima presion de la
secuencial, manteniéndose inhibida al inicio de la transicion entre secuencias (Figura 14C,

Segundo Panel I1zg.-Der).

Derivado de la estructura de la tarea conductual, compuesta por dos secuencias de acciones
consecutivas, al evaluar la actividad de las neuronas de la via indirecta durante el inicio de la
segunda secuencia encontramos un decremento en el numero de neuronas preparatorias con
respecto a la secuencia 1 (de solo el 6%), mientras que la proporcién de las categorias de ejecucion
(21%) y de activacion/ejecucion (26%) prevalecieron. Es importante mencionar que las unidades
que se modulan en cada época no son siempre las mismas, si no que varian dependiendo el evento

a analizar (Anexol, Panel A: Inserto).
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Figura 14. Patrén de actividad de las neuronas de la via indirecta durante la realizacion de cadenas estimulo-
respuesta. A. Mapa de color de las neuronas que se modulan a lo largo de los cuatro eventos de interés, las regiones
en color negro indican unidades que solo se encuentran moduladas en las cadenas autoiniciadas. B. Numero de
neuronas con actividad significativas a lo largo de la cadena de secuencias. C. Promedio de la actividad de las neuronas
que se modulan en cada época por categoria (Negro: Promedio de neuronas moduladas, Verde: Neuronas que se
activan antes o después de la ejecucion de la secuencia, Azul: Neuronas que se activan durante la ejecucion de la
secuencia. Rojo: Neuronas que se activan antes y durante la ejecucion.

D. Proporciones de neuronas moduladas por categoria.




Para determinar la relacién de la actividad de las neuronas de la via indirecta con los parametros
que conforman la cadena de secuencias estimulo-respuesta realizamos un analisis de regresion
lineal que se ilustra en la figura 15. Para este analisis, se calculd la tasa de disparo por neurona en
una ventana de 100 ms que se movia 20 ms y se contrasté contra el parametro de interés medido
en ese ensayo. Los criterios para incluir a una unidad como codificante para un parametro especifico
fueron: un valor de Q > 0.05 (bondad del ajuste) y los intervalos de confianza maximos y miminimos,
que multiplicados entre si fueran mayores a cero (como referencia del valor de la pendiente). De
este analisis observamos que existe un incremento en el numero de neuronas que codifica para el
numero de presiones de la primera secuencia conforme nos acercamos al inicio de la cadena, y este
disminuye tras la primera presién (Figura 15A). Ademas, observamos que la duracién de la
transicion parece codificarse tras el inicio de la cadena y el término de la primera secuencia (Figura
15C). El numero de presiones de la segunda secuencia fue el parametro que reclutd un mayor

numero de neuronas a lo largo de toda la cadena de secuencias estimulo-respuesta (Figura 15D).
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Figura 15. Regresion lineal entre pardmetros de la cadena y la actividad de la via indirecta en cadenas
estimulo-respuesta.

Numero de neuronas cuya actividad correlaciona con el parametro indicado para cada uno de los eventos de
interés en cadenas estimulo-respuesta: A. Nimero de presiones de la secuencia 1. B. Duracién de la
secuencia 1. C. Latencia de transicion. D. Numero de presiones de la secuencia 2. E. Duracion de la secuencia
2. El analisis se realizé tomando la actividad por ensayo en ventanas de 100 ms que se mueven en pasos
de 10 ms.
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Analisis del patréon de actividad de la via indirecta durante cadenas de secuencias
autoiniciadas.

Para contrastar la actividad de la via indirecta durante la realizacién de cadenas guiadas con
respecto a cadenas autoiniciadas, evaluamos los patrones de actividad de las neuronas de la via
indirecta durante cadenas de secuencias que involucran la terminacion de la primera secuencia e
inicio de la segunda secuencia por eleccion del sujeto (cadenas de secuencias con transiciones

autoiniciadas) (Figura 16).

A partir de este analisis determinamos que el 66% de las neuronas de la via indirecta se modul6 al
inicio de una cadena de secuencias autoiniciadas y que, el 35% se activd de una forma similar al
patrén en forma de “M” observado en las cadenas E-R (Figura 16C, Panel Izquierdo, Trazo Rojo).
Este patrén de actividad solo se presentd en la primera presion y no se mantuvo a lo largo de las
presiones de la primera secuencia, pero si se siguid observando la inhibicién de la via justo en el

momento de la presion (Anexo1, Panel B).

La activacion previa al término de la primera secuencia fue seguida de un decremento de la actividad
pero que persistio posterior a la ultima presion de la secuencia uno. Sorprendentemente, cuando
se promedio la actividad de todas las neuronas moduladas durante el inicio de la segunda secuencia
no se observo un patrén de activacion previo durante la realizacion de cadenas autoiniciadas (Figura
16C, tercer panel de 1zg-Der, trazo negro). Lo anterior es derivado a que existié una reduccién en
el numero de neuronas preparatorias y un incremento en la respuesta durante la ejecucion (Figura
16D).

Cuando se comparoé el término voluntario de la cadena contra la actividad durante el término de la
scuencial, se observo claramente que no existe el decremento gradual observado al término de la
secuencia 1, lo que nos lleva a sugerir que el término de la primera secuencia representa una
transicion real entre dos elementos de una cadena global y difiere de la actividad reclutada para el
término de la cadena completa (Figura 16C y Anexo 1, Panel B). Es importante recalcar que las
unidades que se modulan en cada época no son siempre las mismas, si no que varian dependiendo
del evento a analizar, de la misma manera que se modifican las proporciones de unidades

moduladas (Anexo 1, Panel B, Inserto).
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Figura 16. Patron de actividad de las neuronas de la via indirecta durante la realizacién de cadenas
autoiniciadas. A. Mapa de color de las neuronas que se modulan a lo largo de los cuatro eventos de interés,
las regiones en color negro indican unidades que solo se encuentran moduladas en las cadenas estimulo-
respuesta. B. Numero de neuronas con actividad significativas a lo largo de la cadena de secuencias. C.
Promedio de la actividad de las neuronas que se modulan en cada época por categoria (Negro: Promedio de
neuronas moduladas, Verde: Neuronas que se activan antes o después de la ejecucion de la secuencia, Azul:
Neuronas que se activan durante la ejecucion de la secuencia. Rojo: Neuronas que se activan antes y durante
la ejecucion. D. Proporciones de neuronas moduladas por categoria.
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Los analisis de regresion lineal de la actividad de las neuronas de la via indirecta durante el inicio y
la ejecuciéon de cadenas de secuencias autoiniciadas mostraron que los parametros de la primera
secuencia (numero de presiones y duracion) reclutan un mayor nimero de neuronas al momento de
la transicion (Figura 17). En esta condicién el numero de presiones de la segunda secuencia
empieza a codificarse tras el término de la primera secuencia y se mantiene hasta antes del inicio
de la segunda secuencia (Figura 17D), lo que nos permite sugerir que la via indirecta puede
contener informacion acerca de los parametros de la secuencia consecutiva. Con respecto a la
transiciéon existié un incremento puntual en el nUmero de neuronas que codifican para la duracién

justo antes del inicio de la cadena de secuencias (Figura 17C), lo que apoya la hipotesis anterior.
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Figura 17. Regresion lineal entre pardmetros de la cadena y la actividad de la via indirecta en cadenas
autoiniciadas. Numero de neuronas cuya actividad correlaciona con el parametro indicado para cada uno de
los eventos de interés en cadenas autoiniciadas. El analisis se realizé tomando la actividad por ensayo en
ventanas de 100 ms que se mueven en pasos de 10 ms.
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La actividad de las neuronas de la via indirecta es diferencial alrededor del cambio
entre secuencias dependiendo del tipo de cadena de acciones que se realiza.

A diferencia de trabajos previos donde se evaluo la actividad de la via indirecta durante la realizacion
de una sola secuencia de acciones autoiniciada (Jin et al., 2014), el protocolo conductual que
propusimos en el presente trabajo permitid hacer la distincién entre la ejecucién de secuencias de
acciones que guian el comportamiento motor del sujeto hacia la transicion a la secuencia
consecutiva (por la retraccién de la palancal y la presentacion de la palanca2) y aquellas que
permiten que el animal transite de manera autdnoma hacia la siguiente secuencia (ambas palancas
estan expuestas). Lo anterior nos permitié determinar si existe una modulacién diferencial entre los

patrones de actividad registrados en cada una de las condiciones.

Cuando comparamos la actividad promedio de las neuronas moduladas de la via indirecta durante
secuencias estimulo respuesta contra autoiniciadas, observamos que las principales diferencias se
encontraron en los eventos alrededor del cambio entre secuencias de acciones (Figura 18 A-B,
paneles centrales con asterisco rojo). Es importante mencionar que en este punto, la capacidad de
modulacion de una neurona se determiné comparando la actividad durante 500 ms antes o 500 ms
después del evento en cuestion, esto con respecto a la actividad basal (2-3 s antes del inicio de la
primera secuencia) y, para comparar entre condiciones se utilizé un analisis de ventanas moviles en
el tiempo (intervalos de 100 ms que se mueven en pasos de 10 ms) desde un segundo antes hasta
un segundo después del evento de interés, partiendo de los PHS en puntuacién z (comparacion

evaluada por Kruskall-Wallis p<0.05).

Con respecto al término de la primera secuencia, cuando se tratdé de cadenas E-R se presenté una
activacion sostenida previa al término de la primera secuencia que va seguida de una pendiente
abrupta tras concluir la ultima presién para mantenerse inhibida al inicio de la transicion entre
secuencias (Figura 18A azul claro - azul oscuro), pero cuando analizamos las cadenas
autoiniciadas la activacion previa al término de la primera secuencia es seguida de un decremento
gradual de la actividad que persiste alrededor de 500 ms después de la ultima presion de la
secuencia uno (Figura 18A verde claro - verde oscuro). Por otra parte, el inicio de la segunda
secuencia en una cadena E-R estuvo marcada por el incremento en la actividad de la via indirecta
(Figura 18A secuencia2 presion inicial), este incremento no fue observado en el promedio de la
actividad de cadenas autoiniciadas, en esta se presenta una inhibicién sostenida que se mantuvo
aun iniciada la segunda secuencia (Figura 18B secuencia2 presion inicial). A pesar de que no existié

diferencia significativa entre la proporcién de unidades moduladas en cada una de las condiciones,
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fue claramente observable que no son las mismas neuronas las que son reclutadas en cada etapa

entre condiciones (Figura 18C, y ver también Figuras 14C-D y 16C-D).
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Figura 18. Comparativo entre los patrones de actividad de la via indirecta para cadenas estimulo-
respuesta contra cadenas autoiniciadas.

A. Patrones de actividad poblacional de neuronas de la via indirecta durante cadenas E-R.B. Patrones de
actividad poblacional de neuronas de la via indirecta durante cadenas autoiniciadas. Diferencia significativa
entre las distribuciones de los patrones poblacionales calculados por intervalos de 100 ms (Kruskall Wallis
p<0.05). C. Proporcion de neuronas de la via indirecta por condicién moduladas en cada época (Azul: Cadenas
E-R, Verde: Cadenas A.). En los gréficos de pastel, blanco y negro, el negro representa unidades moduladas.
D. Comparativo poblacional entre las medias individuales de actividad basal para cada condicién (Wilcoxon
p>0.05).

Debido a que los analisis de la actividad neuronal hasta ahora presentados fueron producto de una
normalizacién a un periodo basal, es necesario corroborar que los patrones diferenciales observados
entre tipos de cadenas no fueron derivados de diferencias en la actividad basal entre condiciones,

para tal fin se comparé la media de dicha actividad basal para cada condicién por neurona y de
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manera poblacional no se obtuvieron diferencias significativas (Figura 18D, Wilcoxon p>0.05).
Como control adicional, para evaluar si las diferencias observadas entre condiciones en los patrones
de actividad alrededor de la transicion no fueran derivados de diferencias en la ejecucién de la
conducta, se determinaron los intervalos entre presiones por secuencia y condicion (Anexo 2 A-F).
Se determiné que no existen diferencias entre condiciones para los intervalos entre presiones de la
primera secuencia (Wilcoxon p>0.05, Anexo 2 G-1), con respecto a la segunda secuencia el ultimo

intervalo es mayor para cadenas estimulo respuesta (Wilcoxon p<0.05, Anexo 2 L).

Por ultimo, derivado de las diferencias encontradas al comparar ambas la actividad de la via indirecta
en ambos tipos de cadenas, preguntamos de manera individual si las neuronas eran capaces de
diferenciar entre cadenas estimulo respuesta y autoiniciadas a través de un analisis de curvas ROC
(ver metodologia). Concluyendo que el ~15% de las neuronas de la via indirecta son capaces de
distinguir entre tipos de cadena en los eventos alrededor de la transiciéon entre secuencias (Figura

19, paneles centrales).

Secuencia 1 Secuencia 2

Presion Inicial Presiéon Final Presién Inicial Presiéon Final

No. de Neuronas
.

ik

-1s 0 1s

Figura 19. Neuronas de la via indirecta que discriminan entre cadenas E-Ry A.

Numero de unidades significativas a lo largo del tiempo para la diferenciaciéon entre cadenas estimulo-
respuesta y autoiniciadas, en gris claro se muestra el niumero de neuronas totales mientras que en rojo se
muestra el nimero de neuronas con suavizado gaussiano de 5 puntos.
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Inhibicion de la Actividad de la Via Indirecta Durante la Realizacion de Cadenas
de Secuencias

Para poder evaluar la necesidad de la actividad de la via indirecta en el cambio/transicién entre
secuencias de acciones se implantaron animales A2a-Cre, que fueron tratados para expresar la
opsina Archeorodhopsin3.0 en el sub-circuito de la via indirecta, con fibras épticas de manera
bilateral (Figura 20A, también ver Figura 11A). Decidimos inhibir la actividad de esta via utilizando
3 distintos protocolos que involucraron diferentes tiempos de inhibicién durante la primera secuencia

(definido por el propio comportamiento de cada animal) (Figura 20C).
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Figura 20. Localizacién del sitio de infeccién y protocolos de manipulacion optogenética.

A. Corte coronal representativo para mostrar la expresion de archeorhodopsin3.0 eYFP (verde) y la
localizacion de las fibras épticas en el estriado dorsomedial. B. Diagrama de la localizacion de las fibras en los
sujetos experimentales (verde) y controles (negro). C. Protocolos de manipulacion de la actividad de la via
indirecta durante la realizacion de cadenas de secuencias. Protocolo1: antes de iniciar la secuencia1,
Protocolo2: al realizar la primera presion, Protocolo3: previo al término de la secuencia.
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Durante los experimentos de inhibiciones optogenéticas se analizaron los siguientes parametros:
numero de presiones en la primera secuencia, duracion de la primera secuencia, duracion de la
transicion, numero de presiones en la secuencia 2, duracion de la segunda secuencia y tiempo total
por ensayo. La figura 21 muestra un analisis de todos los ensayos de cadenas estimulo respuesta,
normalizando los ensayos por animal a su condicion control. A partir de esta comparacion
encontramos que si inhibimos la actividad de la via indirecta justo antes de que el sujeto inicie una
cadena de secuencias estimulo-respuesta afectamos la fase tardia de la misma, modificando la
duracién y el numero de presiones de la segunda secuencia. No se observaron diferencias en los

protocolos restantes.

Con respecto a la inhibicién de la via indirecta durante la realizacion de cadenas autoiniciadas
(Figura 22), observamos que, si inhibimos antes del inicio de la cadena, no solo afectamos los
parametros de la fase tardia de la cadena (numero de presiones y duracién de la segunda secuencia
(U de Mann-Whitney p<0.05), sino que ademas incrementamos la latencia de transicién (U de Mann-
Whitney p<0.05). Por otra parte, y apoyando el hecho de la modulacion diferencial de los patrones
de actividad de la via indirecta entre condiciones, cuando inhibimos a la via indirecta durante la
ejecucion de la secuencia autoiniciada (protocolos 2 y 3, Figura 8C), somos capaces de modificar
el desempeno del sujeto en linea, es decir, modificamos los parametros de la secuencia que se esta
realizando (Duracion de la secuencia 1 para el protocolo de inhibicion en la primera presion, y
numero de presiones de dicha secuencia para el protocolo de inhibicidn justo antes de la transicion,
U de Mann-Whitney p<0.05; Figura 22).

Derivado de los resultados de la inhibicion optogenética de la via indirecta durante la realizacién de
cadenas de acciones podemos concluir que la actividad de esta via es necesaria para la apropiada
realizacion de cadenas de secuencias de acciones y es especificamente requerida para la adecuada

transicion de secuencias de acciones en cadenas autoiniciadas.
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Figura 21. La inhibicion de la via indirecta antes de iniciar una cadena estimulo-respuesta afecta los
parametros de la segunda secuencia.

Inhibicién antes de iniciar (columna derecha), al iniciar la secuencial (columna de en medio) y previo a la
finalizacion de la secuencial de la cadena. En cada columna se presentan los ensayos individuales para
animales control y experimentales (n=6 para cada grupo), ensayos con inhibicion (marcados en verde),
normalizados a la media de la condicion sin inhibicién por animal. A. Presiones durante la secuencial. B.
Duracion de la secuencial. C. Duracion de la transicion. D. Presiones durante la secuencia2. E. Duracion de
la secuenia2. *U de Mann-Whitney p<0.05.
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Figura 22. La inhibicién de la via indirecta antes de iniciar y durante la realizacion de la primera
secuencia retrasa la transicién y afecta los pardmetros de la realizacion de las cadenas de acciones
autoiniciadas.

Inhibicion antes de iniciar (columna derecha), al iniciar la secuencial (columna de en medio) y previo a la
finalizaciéon de la secuencial de la cadena. En cada columna se presentan los ensayos individuales para
animales control y experimentales (n=6 para cada grupo), ensayos con inhibicion (marcados en verde),
normalizados a la media de la condicién sin inhibicion por animal. A. Presiones durante la secuencial. B.
Duracién de la secuencial. C. Duracién de la transicidon. D. Presiones durante la secuencia2. E. Duracién de
la secuenia2. *U de Mann-Whitney p<0.05
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DISCUSION

El estudio de los ganglios basales ha permitido identificar que estos nucleos participan en el
aprendizaje, la seleccion y el control de movimientos. En los ultimos afios, se han propuesto ideas
que confrontan las teorias clasicas que explicaban la contribucion de la via directa e indirecta a
procesos relacionados con la preparacion y ejecucion de acciones de manera antagonica. En este
trabajo nos propusimos estudiar la contribucion de la via indirecta a la transicion entre secuencias
de acciones, basandonos en la siguiente hipétesis: “La activacion de la via indirecta de los ganglios

basales permite la adecuada transicion a la accién (o secuencia) consecutiva”.

Definimos como secuencia de acciones o movimientos, a una serie de componentes motores que
se realizan de forma ordinal y estereotipada. Implicando que la realizacién de una cadena de
movimientos contiene la ejecucién ordinal de dos 0 mas secuencias de acciones consecutivas. Los
paradigmas conductuales que se han utilizado para estudiar la actividad de la via indirecta durante
comportamientos voluntarios (dirigidos a objetivos) utilizan la ejecucién de presiones individuales, o
en secuencia para la obtencién de reforzadores (Kravitz et al., 2012; Cui et al. 2014; Jin et al. 2014;
Tecuapetla et al. 2016; Vicente et al. 2015). Si bien la realizacion de presiones en secuencia nos
permite tener transiciones entre eventos individuales (transiciéon entre presiones consecutivas), se
ha mostrado que el estriado almacena la informacién de los elementos individuales de una secuencia
como una accion individual completa (Jin & Costa 2010). Por lo tanto, fue necesario disefar un
paradigma conductual que permitiera estudiar in vivo, con un espacio temporal adecuado, la
actividad de las neuronas de la via indirecta de los ganglios basales durante la transicion entre dos

secuencias de acciones consecutivas.

Tras las tres primeras fases del esquema de entrenamiento propuesto en este trabajo, los sujetos
fueron capaces de realizar secuencias de presiones consecutivas sin importar el sitio de
presentacion de la palanca (Figura 9B y 10B). A partir de la tercera fase y durante el resto del
programa de entrenamiento, el uso de sanciones para moldear la conducta del animal fue una
herramienta utilizada para acelerar la adquisicion de la tarea conductual (Figuras 9D y 10D). Las
sesiones finales que involucraron la transicidon entre secuencias en respuesta a un estimulo dado
fueron realizadas con el 80% de ensayos correctos para sujetos control y experimentales, lo que nos
permitio evaluar la eficiencia del esquema de entrenamiento utilizado y su utilidad para el estudio

del subcircuito de interés durante la ejecucion de cadenas de secuencias (Figuras 9E-H y 10E-H-I).
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La disfuncion de los ganglios basales se ha identificado como una de las principales causas en
desodrdenes del control motor. La enfermedad de Parkinson, es una de las principales patologias
que se ha relacionado a alteraciones en los patrones de actividad de las vias descendentes de los
ganglios basales (e.g. Albin et al. 1989). Se ha documentado que los individuos con la enfermedad
de Parkinson tienen problemas con la iniciacion auto iniciada de acciones motoras
aprendidas(Snijders & Bloem 2010), por lo tanto, en este trabajo se decidio incluir en el paradigma
conductual sesiones que intercalaran ensayos donde las transiciones entre secuencias fueran
guiadas por la retraccion y presentacion de las palancas (cadenas E-A) y, ensayos en los que el

sujeto fuera libre de auto-iniciar la transicién hacia la segunda secuencia (cadenas A).

En resumen, el paradigma conductual desarrollado en el presente proyecto permitié no solo tener el
espacio temporal para evaluar la actividad neuronal (via indirecta de los ganglios basales para los
fines de este estudio) durante la realizacién de cadenas de secuencias consecutivas (Figuras 11-
19), sino también nos permitié determinar si existe una contribucion especifica/diferencial del
subcircuito de interés cuando se realizan transiciones estimulo-respuesta y autoiniciadas (Figuras
20-22).

La expresidn de proteinas de interés en el estriado dorsomedial de animales transgénicos A2a-Cre
estuvo limitada a las neuronas cuyas proyecciones son dirigidas hacia el globo palido segmento
externo (Figura 11), en linea con la especificidad ya reportada para el estudio de la via indirecta de
los ganglios basales (Gong et al. 2003; Schiffmann & Vanderhaeghen 1993). Otro marcador
molecular representativo de este subcircuito es la encefalina (Gerfen 1984). En este trabajo, la
expresion de esta no fue detectada en el total de las neuronas identificadas como A2a-Cre, quizas
debido a que existen variaciones en la inmunoreactividad contra encefalina a lo largo del estriado
indicando que existe una mayor co-localizacion en las regiones ventrales de este nucleo vy
particularmente en la regién de los estriosomas (McCollum et al. 2012), lo que pudiera explicar la
baja co-localizacién de esta en las neuronas de la via indirecta encontrada en el estriado
dorsomedial en este trabajo. No obstante la baja co-localizacion de neuronas expresando GFP y
encefalina (Figura 11B-C), el hecho que las proyecciones de las neuronas A2a Cre expresando
eYFP (al cruzar animals A2a Cre con la linea reportera Ai35, esta ultima expresa GFP solo en las
neuronas que contengan Cre) proyectan exclusivamente al globo palido segmento externo (Figura
11A), nos da la certeza de que la linea A2a Cre es una linea de exclusividad para marcar a las

neuronas de la via indirecta (Qiaozhen et al. 2009; Yu et al. 2009).
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Ya corroborada la especificidad de las neuronas A2a para el marcaje de la via indirecta, la
identificacion de la actividad proveniente de las neuronas de esta via se realizé a partir de registros
de actividad unitaria en el estriado dorsomedial por la técnica de fotoidentificacion asistida (Figura
12). Esta técnica esta basada en la expresién de ChR2 en subpoblaciones neuronales especificas.
Las neuronas expresando ChR2 son detectadas por electrofisiologia in vivo a partir de la iluminacion
de estas por pulsos de luz azul que generaran, con una latencia corta, potenciales de accion
detectables en la poblacién de interés (Lima et al. 2009; Jin et al. 2014; Cohen et al. 2012). Se ha
demostrado que la latencia de respuesta de las neuronas estriato-palidales a la estimulacion
luminica cuando se utiliza la linea de transgénicos D2-Cre es de 4 ms a 9 ms (Jin et al. 2014; lan A.
Oldenburg & Sabatini 2015). Por otra parte, cuando se utilizaron animales A2a-Cre tras protocolos
de estimulacién con luz continua la latencia promedio de respuesta a la estimulacion luminica fue
de 3.9 £ 0.48 ms (Tecuapetla et al. 2016). En el presente trabajo utilizamos un umbral maximo de
latencia de 6 ms para incluirlas como neuronas A2a-Cre positivas al estimulo luminico aplicado.
Teniendo en este estudio una latencia de respuesta promedio de 3.3 + 1.28 ms (Figura 12E),

concordando con protocolos similares para la fotoidentificacion de la via indirecta.

La participacion del estriado en la generacidon de secuencias motoras ha sido reportada tanto para
el caso de conductas naturales como para aquellas donde el sujeto ha sido entrenado (Berridge &
Fentress 1987; Aldridge et al. 2004; Jin et al. 2014; Rueda-Orozco & Robbe 2015). En este trabajo
registramos la actividad neuronal de la via indirecta de los ganglios basales en el estriado dorsal de
sujetos en libre movimiento realizando cadenas de secuencias de acciones. Encontrando que
alrededor del 40-50% de las neuronas de la via indirecta modifican su tasa de disparo con respecto
a un evento especifico de la tarea utilizada (Figuras 14 y 16). Con respecto a lo anterior, se ha
reportado que el 41% de las neuronas del estriado dorsomedial codifica el patron secuencial de
cadenas complejas de movimiento en ratas (Aldridge & Berridge 1998). Lo que apoya la idea de que

el estriado, y en particular la via indirecta, contribuye a la realizacién de cadenas de secuencias.

Jin y colaboradores mostraron que las neuronas de la via indirecta contienen actividad diferencial,
40% de las neuronas registradas mostraron activacion/inhibicion, durante el inicio y la realizacion de
secuencias de presiones (Jin et al. 2014). En este trabajo cuando analizamos los patrones de
actividad de la via indirecta durante el inicio de la cadena de secuencias de acciones observamos
patrones de actividad consistentes con los mencionados anteriormente (aunque en menor
proporcion en este trabajo, 24% y 12% para el inicio y realizacion de cadenas E-A y cadenas A
respectivamente; Figuras 14 y 16). Ademas, encontramos una tercera categoria de disparo de las

neuronas de la via indirecta que no ha sido previamente descrita, compuesta por neuronas que se
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activan previo al inicio de la secuencia, se inhiben durante la presion y presentan una activacion
fasica justo después de realizar la accion, lo que les otorga un patrén en forma de “M” (Figura 13B;
14C y 16C paneles en rojo de la izquierda). Esta dinamica de actividad se present6 al inicio de
ambos tipos de cadenas, pero solo en las estimulo-respuesta se presenta de manera consecutiva
para las tres primeras presiones de la secuencia uno (Anexol). Indicando que la forma de “M”
podria ser consecuencia de estar observando la activacién previa necesaria para la ejecucion de la
presion a la que se encuentra alineada la actividad y, el segundo pico de activacion podria ser esta
misma actividad pero para poder realizar la presion consecutiva, como si en este punto de la cadena
hubiera neuronas que codifican las acciones individuales de la secuencia; aparte de aquellas que
solo se activan precediendo al inicio de la cadena completa y a aquellas que se mantienen activas
durante la ejecucion (Figuras 14C y 16C ). La diferencia en la proporcién de neuronas para cada
categoria con respecto a estudios previos podria explicarse a que los registros en esta tesis fueron

realizados en el estriado dorsomedial (Figura 12H).

Con respecto a la actividad de la via indirecta durante la transicién entre secuencias de acciones E-
R, observamos un incremento durante la ejecucion de la ultima presién de la primera secuencia v,
tras esta, una subita inhibicién que se mantuvo durante el inicio del cambio hacia la siguiente palanca
(Figura 18). Esta activacion previa al término de una secuencia se presenté de igual manera al final
de la segunda secuencia y coincide con la dinamica reportada para este subcircuito al término de
una secuencia de presiones (Jin et al. 2014) y, concuerda con la idea anterior indicando que esta
via se activa para inhibir el movimiento (Jin et al. 2014; Kravitz et al. 2013; Oldenburg & Sabatini
2015; Durieux et al. 2009). En cuanto al inicio de la segunda secuencia se observo
predominantemente una activacion previa y posterior a la primera presion, pero tal patrén de
actividad difiere del observado al inicio de la primera secuencia (mas neuronas fueron reclutadas
durante la ejecucion del inicio de la segunda secuencias tanto en cadenas E-A como autoiniciadas;
Figuras 14B). No se descarta que el patron de activacién observado en este punto de la cadena
pudiera ser consecuencia del sonido de exposicidon de la palanca momentos antes del inicio de la
accion (en el caso de cadenas E-A), ya que se ha demostrado que la presentacion de un tono previo
al inicio de una tarea operante produce un incremento en la actividad de la via indirecta (Oldenburg
& Sabatini 2015), no obstante en este trabajo también observamos un mayor reclutamiento de
neuronas de la via indirecta en la segunda secuencia de cadenas autoinciadas (Figura 16B), las

cuales carecieron de la retraccion de la palanca.

De igual manera la via indirecta durante el cambio entre secuencias autoiniciadas mostrd un

incremento previo a la ultima presion de la primera secuencia, pero este persistio tras el inicio de la

51



transicion (Figura 16 y 18 segunda columna). En este punto, es importante mencionar que se ha
propuesto que este subcircuito contribuye al proceso de seleccién de acciones activandose para
permitir la supresion de programas motores no adecuados vy, facilitar asi la salida de aquellos
programas motores que sean los mas favorables (Kim et al. 2017). Es posible que, en esta
condicion, careciente de estimulos que indiquen el cambio, se requiera que la via se mantenga activa
para inhibir programas motores alternos y permitir el correcto transito a la segunda secuencia. Con
respecto al inicio de la segunda secuencia, el promedio de la actividad de la via indirecta reflejo un
incremento en el numero de neuronas que presentan un patron de actividad silente con un
incremento de la actividad justo después del inicio de la secuencia (Figura 16 y 18 tercera columna).
Con respecto a este punto, surgen dos hipétesis: 1) En este punto del entrenamiento las cadenas
autoiniciadas se codifican como una accién unica y, por lo tanto, no es requerido un incremento en
la actividad para el inicio de la segunda secuencia. 2) Una vez que es seleccionada la accién, lo
que se refleja en la actividad sostenida tras el término de la primera secuencia, la via indirecta debe
permanecer silente para permitir la transicion. Con respecto a esta ultima aseveraciéon, se ha
reportado que la activacion de este subcircuito previo al inicio de una secuencia de acciones propicia
el aborto de la misma (Tecuapetla et al. 2016), lo que apoya la idea de que, en cadenas autoiniciadas

es necesario la inhibicion de la via para permitir la transiciéon entre dos acciones.

Al determinar si las neuronas de la via indirecta podian discriminar entre tipos de cadenas, se
determin6 que el 15% de las neuronas de la via indirecta en el estriado dorsomedial son capaces
de presentar patrones de actividad diferencial ante cadenas estimulo-respuesta y autoiniciadas
(Figura 19). El mayor numero de unidades capaces de discriminar entre condiciones se encontré en
los eventos alrededor del cambio entre secuencias y se descarté que fuera derivado de diferencias
en la ejecucion de la conducta (Anexo 2). Reforzando la idea de la participacién de esta via en

distintas condiciones que involucren el transito entre secuencias.

Una primera forma de preguntar si la actividad registrada de la via indirecta codifica para los
parametros de la conducta estudiada es por medio de analisis de correlacion entre la actividad de la
via indirecta con los parametros que conforman el paradigma conductual. De este tipo de analisis,
para el caso de las cadenas de secuencias de acciones E-R, observamos que el numero de
presiones para ambas secuencias es el parametro que se codifica en un mayor nimero de neuronas
a lo largo de la cadena y que la duracion de la transicion para esta condicion, parece codificarse

desde el término de la primera secuencia hasta el inicio de la segunda secuencia (Figura 15).
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Una segunda aproximacién para estudiar como la actividad de la via indirecta contribuye a la
generacion de cadenas de secuencias de acciones es por medio la inhibicion de la actividad de esta
via en ventanas temporales especificas durante la conducta y medir las consecuencias de la
inhibicion selectiva sobre como los parametros conductuales son afectados (Figuras 20-22). Los
resultados de las inhibiciones temporales por medio de optogenética de la via indirecta mostraron
que la inhibicion de esta via previo al inicio de una cadena de secuencias de acciones afecta la
correcta ejecucion de la parte final de la cadena, reduciendo la duracion y el nUmero de presiones
realizadas en la segunda secuencia (Figura 21 y 22, columna de la derecha). Al respecto, se ha
reportado que lesiones en el estriado reducen la probabilidad de terminar la secuencia estereotipada
de acicalamiento en ratas (Berridge & Fentress 1987). Esto nos permite sugerir que la informacion
acerca de los parametros de la cadena completa se encuentra codificada desde antes de que se
inicie la cadena de secuencias de acciones, es decir, la via indirecta contribuye con la correcta
ejecucion de la cadena de secuencias de acciones completa previo al inicio de la misma. Por otra
parte, cuando se inhibié la actividad de la via indirecta durante la realizacion de la secuencial se
afectaron los parametros en linea, es decir de la cadena que se estaba ejecutando, esto
exclusivamente para las cadenas autoiniciadas (Figura 22). En concordancia con lo anterior,
Tecuapetla y colaboradores, han reportado que la inhibicion de la via indirecta del estriado
dorsolateral durante la ejecucion de una secuencia de acciones produce una disminucion en el
numero de presiones de la secuencia que se esta realizando (Tecuapetla et al. 2016). Por ultimo,
es importante mencionar, que la poca concordancia entre los resultados obtenidos en los
experimentos de inhibicion optogenética con respecto a las especulaciones realizadas a partir de los
analisis de regresion lineal (correlacion entre la actividad y los parametros conductuales) puede
deberse a las diferencias en la poblacién que compone cada uno de los grupos de datos. Si bien la
regresion parte de una poblacion estadisticamente valida (34 unidades), el nimero de neuronas que
se manipulan durante las inhibiciones optogenéticas es mucho mayor (~1000 neuronas por

hemisferio; Tecuapetla et al., 2016).
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CONCLUSION

A partir del cumplimiento de los objetivos planteados aceptamos la hipotesis de trabajo planteada

habiendo mostrado que:

1) La actividad de la via indirecta, registrada en el estriado dorsomedial, presenta patrones de
actividad durante el inicio, la ejecucién y la transicion entre secuencias de acciones, y que
estos patrones de actividad son diferenciales en funcion del tipo de cadena de secuencias
de acciones que se realice (transiciones estimulo-respuesta o autoiniciadas).

2) La actividad de la via indirecta de los ganglios basales, en el estriado dorsomedial, es
necesaria para la correcta ejecucion de cadenas de secuencias de acciones, y es
especificamente necesaria para la apropiada transicion autoiniciada entre secuencias de

acciones.

Los resultados obtenidos en este trabajo son de critica relevancia para refinar la idea generalizada
acerca de la contribucién de la via indirecta de los ganglios basales sobre la realizacion de acciones
postulando que la activacion de esta via es requerida para la inhibicién de programas motores no
deseados. Nuestros datos sustentan una nocién mas compleja en la cual la via indirecta no sélo se
activa para permitir la apropiada seleccion de la secuencia de acciones a realizar, sino que también
codifica los parametros de ejecucion y, participa en el control del cambio/transicion autoiniciado entre

secuencias.
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ANEXOS
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Anexo 1. Comparacion intersecuencia de los patrones de actividad para cada una de las presiones
individuales. A. Patrén de actividad alineado a cada una de las presiones individuales que conforman las dos
secuencias de cadenas E-R. B Patron de actividad alineado a cada una de las presiones individuales que
conforman las dos secuencias de cadenas autoiniciadas.
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Anexo 2. Comparacién de los intervalos entre presiones por secuencia para cada condicion. A-F)
Curvas de la distribucion de los intervalos entre presiones por animal y condicién en términos de frecuencia
acumulada (Verde: secuencias estimulo-respuesta; Azul: secuencias autoiniciadas). G-F) Mediana de la
duracion del intervalo entre presiones por animal para la sesién de registro, por condiciéon para cada uno de
los intervalos indicados en la parte superior. (* U de Mann-Withney p<0.05)
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