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RESUMEN

Para llevar a cabo una accion se requiere seleccionarla y ejecutarla.
Actualmente se han propuesto diferentes modelos que explican el proceso de
seleccion de acciones y la arquitectura que debe tener el sistema que guie este
proceso. Una de las estructuras cerebrales propuestas para la seleccion de
acciones son los ganglios basales. En el estriado, el nucleo mas grande de los
ganglios basales, se encuentran los cuerpos celulares de las neuronas que

interconectan a los ganglios basales a través de dos vias, la directa y la indirecta.

El modelo clasico del funcionamiento de las vias de los ganglios basales postula
que la actividad de la via directa promueve el movimiento, mientras que la
actividad de la via indirecta lo disminuye. Sin embargo, en trabajos recientes se
han detectado inconsistencias con este modelo. Por ejemplo, en algunos estudios
se ha observado que ambas vias estan activadas al inicio del movimiento. Una
hipétesis para explicar estas inconsistencias es que las funciones de las vias de
los ganglios basales dependen del compartimento del estriado que se manipule.
Para evaluar esta hipétesis, en este trabajo nos preguntamos si la activacion por
medio de manipulaciones optogenéticas del estriado dorsomedial versus el
estriado dorsolateral ejerce un control diferente sobre la seleccién de una accién

guiada por reforzador y sobre el movimiento.

Nuestros resultados sugieren que la funcion de las vias de los ganglios basales no
se puede generalizar, sino que debe especificarse con respecto al compartimento
del estriado que se estudie.



1. INTRODUCCION

Cuando realizamos una accién en busqueda de un objetivo, existe integracion
sensorial de los fenOmenos que detectamos en nuestro ambiente y coordinacion
motora que responde ante un evento determinado (Kropotov & Etlinger, 1999).
Tanto la actividad neuronal de integracién sensorial, como la actividad neuronal de
respuesta motora pasan por los ganglios basales, en particular por el principal
ndcleo de entrada a este sistema: el estriado (Kropotov & Etlinger, 1999; Redgrave
et al., 1999).

Las principales vias de los ganglios basales son la via directa y la via indirecta. La
primera proyecta del estriado a la sustancia nigra pars reticulata y al globo pélido
segmento interno, mientras que la via indirecta hace un relevo antes de alcanzar
estos ndcleos. Las vias de los ganglios basales estdn implicadas en el
movimiento, seleccidén de acciones y reforzamiento de conductas (Calabresi et al.,
2014).

En este trabajo nos preguntamos si la activacion de los dos principales tipos
neuronales de proyeccion del nucleo estriado (neuronas espinosas medianas de la
via directa e indirecta), contribuyen a la seleccién de una accion guiada por
reforzador de manera opuesta, como se ha sugerido anteriormente (Kravitz et al.,
2012). Evaluamos si la activacion de las neuronas estriatales de cada via, en los
diferentes compartimentos del estriado (dorsomedial y dorsolateral), tiene un
efecto diferente sobre la seleccion de una accion guiada por reforzador y/o sobre

la generacion de movimiento.

El razonamiento para esta comparacion de los diferentes compartimentos
anatomicos del estriado, nace de la vasta literatura que reporta la participacion del
estriado dorsomedial en la generacion de conductas en busca de un objetivo (Yin,
Knowlton, et al., 2005; Yin, Ostlund, et al., 2005) Por otra parte, la actividad del
estriado dorsolateral se considera necesaria para generar conductas
habituales(Yin et al., 2004, 2006).



Para lograr la activacion de las neuronas estriatales como un evento asociado a
una acciéon (presionar una palanca) expresamos la opsina ChR2 (por su nombre
en inglés Channelrhodopsin2). Se utilizaron animales transgénicos que permitieron
dirigir la expresion de ChR2 especificamente a neuronas de la via directa
(animales D1 Cre) o a neuronas de la via indirecta (animales A2A Cre) de los
ganglios basales. Las manipulaciones de actividad se realizaron so6lo en una de
las dos acciones que guiaban a recompensa en un protocolo de condicionamiento
operante y de preferencia de lugar. También se manipuld la actividad neuronal
mientras el animal se encontraba en movimiento para evaluar los cambios en el

desplazamiento horizontal.

Nuestros resultados plantean un escenario de mayor complejidad que el modelo
clasico de funciones antagonicas de las vias de los ganglios basales.
Encontramos contribuciones especificas de cada compartimento del estriado y
proponemos que la activacion de la via indirecta en el estriado dorsolateral

contribuye a la instauracién de acciones habituales.

2. ANTECEDENTES
2.1 ;Cémo se selecciona una accion?

El proceso de seleccion de una accién requiere atencion para responder a la
demanda de la accion es decir, procesar preferencialmente un estimulo de toda la
informacion que existe en el ambiente (Moray, 1970; Allport, 1980). Igualmente, se
requiere de un componente motor preparatorio, que anticipe la realizacién de un
movimiento y supresion de otros (Evarts, 1984). El proceso sensorial (atencion) y
el componente motor de la seleccién de una accion no producen una accion. Estos
procesos sélo filtran entre todas las posibles opciones y dicha seleccién llevara
posteriormente a la ejecucién de una accion. Al conjunto de los procesos de
atencion y a la implementacion motora para obtener una consecuencia se le

conoce como programacion de la accion (Kropotov & Etlinger, 1999).



Dentro de los diferentes modelos para explicar como se selecciona una accion, se
postulan dos hipétesis principales. Una de estas hipétesis postula que la seleccion
de una accién requiere la descomposicién jerarquica de estimulos sensorimotores
que llevaran a ejecutar la accion (Botvinick, 2007). Otra hipétesis plantea que no
existe selecciéon de jerarquias, sino que se presenta un fenbmeno de auto-
organizacion en los sistemas neuronales. Esto significa que la organizacion del
sistema neuronal genera una secuencia de estados atractores que llevaran a la

realizacion de un comportamiento (Kelso, 1995).

Cuando los animales estan expuestos a una seleccion multiple en paralelo, la
urgencia o saliencia por realizar un comportamiento dependera de factores
extrinsecos (estimulos medio ambientales) e intrinsecos (demandas del sistema
biolégico), por lo que se requiere de mecanismos de seleccién multiple (Redgrave
et al., 1999).

Para resolver el problema de seleccion tanto en sistemas bioldégicos como en
sistemas artificiales, se han propuesto arquitecturas especiales del sistema que
ejecuta la seleccion de acciones. Una de las posibles arquitecturas que explican la
seleccién de acciones, es la arquitectura de inhibicion reciproca recurrente. En
esta, existe una conexion reciproca de cada miembro y una conexion excitatoria al
elemento de salida. Este tipo de arquitectura tiene un mecanismo de tipo winner
take all y podemos encontrar estas conexiones en el sistema nervioso central, un

ejemplo son los ganglios basales (Wickens, 1993).

Todos los organismos estan expuestos a seleccionar acciones sencillas y
complejas. En algunos casos se selecciona una accion sin que esta tenga una
consecuencia o se desconoce la consecuencia de dicha accion. Por ejemplo, un
animal selecciona entre dos caminos desconocidos. Por otra parte, otro tipo de
seleccién de acciones se realiza con previo conocimiento del resultado de dicha
accion. Por ejemplo, un animal selecciona tomar un camino especifico con previo
conocimiento de que ese camino cuenta con mayores recursos alimenticios. En el
segundo caso, se considera que la seleccion se da por la existencia de un
estimulo positivo. La seleccién de una acciéon guiada por un estimulo positivo
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aumenta la frecuencia por realizar dicha accién, a este proceso se le denomina

reforzamiento (Skinner, 1938).

2.2 Reforzamiento de una accion

El reforzamiento es el proceso de presentacion de un estimulo relacionado
temporalmente con otro estimulo o una respuesta. Un estimulo es capaz de
aumentar, disminuir o no cambiar la frecuencia de respuesta y se denomina
reforzamiento, castigo o estimulo neutro (Skinner, 1938). Para que una accion
seleccionada se mantenga en eventos posteriores, debe existir un mecanismo que
refuerce la accion seleccionada, maximizando la accion que lleva a una
recompensa y disminuyendo las acciones que llevan a castigos. Este proceso se
conoce como la ley del efecto (Thorndike, 1898). Una accién se selecciona en
funcién de la consecuencia inmediata con la que se asocia y el reforzamiento
incrementa la probabilidad de que se repita la conducta del animal en eventos
futuros (Thorndike, 1898; Skinner, 1938). El estimulo puede reforzar cuando es

presentado por primera vez o a través de condicionamiento (Skinner, 1938).

La autoestimulacion de ciertas regiones del cerebro es reforzante. Los trabajos de
Olds & Milner, 1954 fueron los primeros en utilizar protocolos de autoestimulaciéon
para estudiar el reforzamiento de una conducta. En estos experimentos, el animal
recibia estimulacion cada que realizaba una accién (presionar una palanca), por lo
tanto, tenia el control de las estimulaciones que recibia. Los estudios demostraron
que la autoestimulacién del area septal aumentd la frecuencia con la que los
animales presionaban la palanca. Esta accion no tenia otro reforzador ademas de
la estimulacion. Recientemente, se ha estudiado la autoestimulacion de las vias de
los ganglios basales y los resultados demuestran que la autoestimulacién de la via
directa es reforzante. Sin embargo, los resultados no son tan claros para la via
indirecta, pues se ha observado que la autoestimulacion puede causar evitacion
en algunos casos y reforzamiento en otros (Kravitz et al., 2012; Vicente et al.,
2016). Para entender mejor la asociacion entre una accidén y su consecuencia es

necesario definir aprendizaje y condicionamiento.



2.3 Aprendizaje

El aprendizaje es la capacidad para modificar una accion en consecuencia de la
experiencia previa. Esta modificacion de la conducta involucra estimulos y/o
respuestas especificas, que se van almacenando en la memoria cada vez que
realizamos una accién (Domjan, 2010). El aprendizaje se puede llevar a cabo por
medio de condicionamiento estimulo-estimulo (condicionamiento clasico) (Pavlov,
1927; Turkkan, 1989) o por medio de condicionamiento estimulo-respuesta
(Thorndike, 1898, 1911; Catania, 1999). El condicionamiento se refiere a los
procedimientos para establecer una relacion entre una accion y su consecuencia
(Domjan, 2010).

En el aprendizaje por condicionamiento instrumental, el organismo tiene que
actuar sobre el medio para conseguir una consecuencia (Thorndike 1898, 1911).
En este tipo de aprendizaje se pueden establecer dos fases: (I) aprendizaje del
evento que tiene una consecuencia e identificacion de la consecuencia (ll)
descubrir una accion que lleve a esa consecuencia (Schwartz, 1980). Desde los
primeros estudios de condicionamiento operante (Thorndike, 1911) se mostré que
el reforzamiento de una accién requiere de un reforzador. En el reforzamiento
positivo, la respuesta es seguida de un estimulo deseable y produce un

incremento en la tasa de respuestas (Domjan, 2010).

2.4 ¢(Es unaaccién lo mismo que un movimiento?

Una accion se define como el proceso de hacer algo para lograr un objetivo.
Tomar un vaso de agua es un ejemplo de una accion, el objetivo de esta accién es
tomar el agua que se encuentra dentro del vaso. Una accién puede estar
constituida de un solo movimiento, como moverse horizontalmente de derecha a
izquierda para alcanzar un punto. Sin embargo, puede estar compuesta de varios

movimientos o secuencias de movimientos (Grammont, 2010).

La hip6tesis de programacion de una accion (Kropotov & Etlinger, 1999) propone

gue la accion se divide en:



1) Proceso de seleccion: Seleccién, iniciacion, preparacion y supresion de
acciones.

2) Consolidacion de la accion en una unidad.

3) Realizacion de la accion y almacenamiento del resultado en forma permanente.
4) Reconstruccion de la accion.

5) Descomposicion del movimiento que es parte de la accion.

De los puntos descritos anteriormente, observamos que el movimiento voluntario
forma parte sélo de una etapa en la programacion de una accién. Para realizar
acciones se requiere de uno o varios movimientos o secuencias de movimientos

para lograr un objetivo.

2.5 Los circuitos involucrados en la seleccién de acciones

Como se menciond anteriormente, la programaciéon de una accion requiere su
division en diferentes fases y en cada una de ellas intervienen circuitos neuronales
especificos (Kropotov & Etlinger, 1999). Una accién incluye una fase de
seleccién/iniciacion de una accion y su implementacibn con movimientos

especificos.

Pensemos en la manera de alcanzar un vaso de agua. Podemos alcanzarlo rapido
o lento, siguiendo una trayectoria especifica e incluso evitando algun obstaculo
para poder alcanzar dicho vaso. Estas acciones diferentes conducirian al mismo
objetivo que es beber el agua dentro del vaso, pero dependiendo de las
condiciones uno selecciona qué accion realizar para alcanzar el objetivo. Se
reconoce a los ganglios basales y a los circuitos talamo-corticales como los
substratos fisiol6gicos en los que se lleva a cabo la seleccion de acciones (Mink,
1996; Redgrave et al., 1999; Gurney et al., 2001; Grillner et al., 2005; Hikosaka,
2005; Humphries et al., 2006).

Por otro lado, los circuitos neuronales involucrados en el control del movimiento se
pueden dividir en cuatro subsistemas y cada uno de estos tiene contribuciones
Unicas para la ejecucién de movimientos (Purves, 2004). El primer subsistema

involucrado en el control motor son los circuitos locales en la médula espinal y tallo
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cerebral. Aqui participan las neuronas motoras primarias inferiores que promueven
el movimiento de mdusculos asi como neuronas locales (Burke et al, 1977;
Sherrington, 1947). El segundo subsistema estad compuesto por neuronas del tallo
cerebral y de la corteza cerebral, estas neuronas participan en el control de
movimientos voluntarios. Los nucleos del tallo cerebral que participan en el control
del movimiento son el nucleo vestibular, la formacion reticular, el coliculo superior
y el nucleo rojo. (Purves, 2004). La corteza motora primaria, el area premotora y la
corteza premotora medial son importantes en el proceso de planeacion de
movimientos voluntarios (Evarts, 1981). Las neuronas motoras del tallo cerebral
participan regulando tono muscular, orientacion del cuerpo con respecto a la
informacion sensorial percibida (Purves, 2004). El cerebelo es el tercer
componente clave en el control motor, participa detectando errores motores entre
el intento de un movimiento y el movimiento realizado (Eccles, 1967). El cuarto
subsistema que participa en el control del movimiento son los ganglios basales
para una correcta iniciacion (selecciéon) del movimiento (Alexander, 1986;
Redgrave et al., 1999; Rubchinsky et al., 2003; Grillner et al., 2005; Humphries et
al., 2006).

2.6 Ganglios basales

Los ganglios basales son un conjunto de nucleos subcorticales que comprenden al
nacleo estriado (formado por el caudado y putamen en primates), globo palido
segmento externo (GPe) y segmento interno (GPi), el nlcleo subtalamico (NST) y
la sustancia nigra pars compacta (SNc) y pars reticulata (SNr) (Ver Figura 1). Los
ganglios basales interactian con la corteza cerebral a través del talamo y también
modulan la actividad de nucleos del tallo cerebral (Nelson et al.,, 2015). Los
ganglios basales son un sistema altamente conservado, identificandose sus

componentes desde moscas, lampreas y aves (Grillner & Robertson, 2016).

Ademas, se sabe que en diferentes enfermedades y sindromes en humanos,
como la enfermedad de Parkinson, de Huntington, sindrome de Tourette,

sindrome obsesivo compulsivo, asi como en adicciones a drogas se presentan



desérdenes de la actividad de algunos de los componentes de los ganglios
basales (Penney & Young, 1983; DelLong, 1990).

Los nucleos de entrada de los ganglios basales son: 1) el nicleo subtalamico 2) el

nucleo estriado.
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Figura 1. A la izquierda, circuitos de conexion de los ganglios basales. En azul via directa,
en rojo via indirecta (Adaptado de Gerfen, 2006). A la derecha, representacion de las
conexiones de los ganglios basales y la naturaleza de estas proyecciones. D1 via directa,
D2 via indirecta; GPe y GPi Globo pdlido segmento externo e interno; NST Nucleo
subtalamico; SNc y SNr Sustancia nigra pars compacta y reticulata; VTA area tegmental
ventral; PPN ndcleo pedinculo pontino; CM-Pf complejo centromedial parafascicular
(Esquema adaptado de Redgrave, 2010 y Obeso, 2011).

2.6.1 El nGcleo subtalamico

El nacleo subtaldmico (NST) recibe proyecciones de la corteza motora primaria,
corteza motora suplementaria y corteza premotora (Groenewegen & Berendse,
1990; Nambu et al., 1996) asi como entradas del globo palido segmento externo
(Carpenter, 1981). A esta proyeccion directa de la corteza al NST y la conexion de
este sobre los nucleos de salida de los GB (sustancia nigra pars reticulata y globo
palido segmento interno) se le conoce como la via hiperdirecta
(Cz>NST—->SNr/GPi; Nambu, 2000). Las neuronas del NST son de naturaleza
glutamatérgica y proyectan directamente sobre los nucleos de salida de los
ganglios basales (SNry GPi) (Ver figura 1; Carpenter, 1981, Smith et al. 1990).



2.6.2 El nlcleo estriado: via directa e indirecta

El nicleo estriado recibe proyecciones glutamatérgicas de practicamente todas las
cortezas (Cz—>Str) y del tAlamo (Th—>Str) (Ver figura 1; Alexander, 1986; Smith,
2004; Berendse & Groenewegen 1990, Ragsdale & Graybiel 1991). Cortezas
especificas y diferentes nucleos del tadlamo proyectan a compartimentos
especificos del estriado (los diferentes compartimentos se abordaran mas
adelante). El estriado también recibe entradas dopaminérgicas de la sustancia
nigra pars compacta (SNc) y del area tegmental ventral (VTA), asi como entradas
serotoninérgicas de los nucleos del raphe (Steinbusch, 1981) y proyecciones del
sistema histaminérgico del hipotalamo (Haas, 2003).

Las neuronas estriatales de proyeccion se subdividen en dos clases: 1) Neuronas
espinosas medianas de la via indirecta que proyectan a nucleos intermedios de los
ganglios basales (GPe y NST) y se caracterizan por expresar marcadores
moleculares como el receptor a dopamina tipo 2 (D2) (Ver figura 1; Gerfen et al.,
1990) o el receptor a adenosina tipo 2 (A2A) (Schiffmann & Vanderhaeghen,
1993). 2) El segundo tipo neuronal de proyeccién del estriado esta constituido por
neuronas espinosas medianas de la via directa que proyectan a los nucleos de
salida de los ganglios basales (SNr y GPi) y se caracterizan por expresar el
receptor a dopamina tipo 1 (D1) (Ver figura 1; Gerfen et al., 1990). Ambos tipos
neuronales son de naturaleza GABAérgica (Kita & Kitai, 1988).

Esta division en dos tipos neuronales es muy importante para explicar las
funciones del estriado y su respuesta ante la liberacion de dopamina proveniente
del cerebro medio (Calabresi et al., 2014). La dopamina activa cascadas de
sefalizacion por proteinas G que para el caso de los receptores de dopamina del
tipo | culmina en una modulacion positiva de la actividad de las neuronas
estriatales de la via directa. Por otro lado, la dopamina ejerce un efecto inhibitorio
sobre la activacion de los receptores a dopamina tipo 2 (Surmeier et al., 2007,
Planert et al., 2013).



2.6.3 El globo palido: segmento externo e interno

Dentro de los GB existe un ndcleo que interconecta a practicamente todos los
ndcleos de este sistema. Este nucleo es el globo palido segmento externo (GPe),
que recibe entradas excitatorias del nucleo subtalamico e inhibitorias de la via
indirecta (Ver figura 1). El GPi recibe entradas excitatorias del nucleo subtaldmico
e inhibitorias de la via directa. Ambos segmentos del globo palido contienen
neuronas de proyeccion gabaérgicas (Kita & Kita 2001; Mallet et al., 2012).

2.6.4 Los nucleos de salida de los ganglios basales

Los ndcleos de salida de los ganglios basales son el globo pélido interno (GPi o
GPm en roedores) y la sustancia nigra pars reticulata (SNr), estos reciben
entradas inhibitorias del estriado y excitatorias del nucleo subtalamico (Nelson &
Kreitzer, 2014). También recibe entradas del nucleo tegmental pedudnculo pontino
(Edley & Graybiel, 1983) y del globo palido segmento externo (Sato et al., 2000).
Tanto la SNr como el GPi influencian la actividad de la corteza a través de su
proyeccion hacia el tdlamo (GB>Th->Cz) (Parent & Parent, 2004) y hacia nucleos
del tallo cerebral como el coliculo superior y el ndcleo peddnculo pontino
(Hikosaka, 2007; Benarroch, 2013) que juegan un papel fundamental en la

regulacion del movimiento.

2.7 El estriado dorsomedial versus estriado dorsolateral: su relacion con la
generacion de acciones en busca de objetivos y acciones habituales

Los ganglios basales y el estriado se han dividido de acuerdo a sus funciones y
por las entradas que reciben de diferentes cortezas en: limbico (motivacional,
emocional), asociativo (cognitivo) y sensorimotor como resultado de diferentes
estudios en humanos y primates no humanos. Estas divisiones se pueden
identificar de manera anatomica en estriado ventral (motivacional: nucleo
accumbens), estriado dorsomedial (asociativo) y el estriado dorsolateral

(sensorimotor) (Alexander, 1986; Draganski et al, 2008 Ver figura 2).
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Figura 2. (A) Conexiones de la corteza con los ganglios basales, permitiendo una
segregacion anatémica a lo largo de los nucleos de los ganglios basales. (B) Segregacion
rostro-caudal de las entradas de diferentes cortezas al nucleo estriado (caudado y
putamen). Esquema tomado de Redgrave, 2011.

El estriado y su relacion con el aprendizaje instrumental han sido ampliamente
estudiados (Balleine et al., 2009). La idea que domina el campo de los ganglios
basales es que el estriado dorsomedial es necesario para generar acciones
dirigidas a conseguir objetivos (Yin, Knowlton, et al., 2005; Yin, Ostlund, et al.,
2005) y el estriado dorsolateral es necesario para generar acciones habituales (Yin
et al., 2004, 2006).

Una accion se considera dirigida a un objetivo, cuando se asume que el actor
estima la consecuencia (valor: positivo o negativo) de la respuesta por realizar
dicha accion (Adams & Dickinson, 1981; Dickinson & Balleine, 1994). Por otro

lado, se piensa que una accion se genera de manera habitual cuando la
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realizacion de la accion es insensible a la devaluacion de la consecuencia de

realizar dicha accion (Yin & Knowlton, 2006).

Se ha observado que al lesionar el estriado dorsomedial (mediante neurotoxinas o
con farmacologia) se bloquea la capacidad de los sujetos a realizar acciones
guiadas por objetivos(Yin, Knowlton, et al., 2005; Yin, Ostlund, et al., 2005). Por
otro lado, lesiones en el estriado dorsolateral imposibilitan que los animales
realicen acciones habituales (Yin et al., 2004, 2006). Por ejemplo, al inactivar el
area asociativa del estriado, se dafia la adquisicibn de secuencias motoras
nuevas, pero deja intactas las secuencias aprendidas. Sin embargo, al dafar el
estriado sensorimotor, se ven afectadas sélo las secuencias aprendidas (Miyachi
et al., 1997). También se ha demostrado (en primates no humanos) que existe
actividad neuronal en la parte asociativa del estriado cuando los animales
aprenden una secuencia motora nueva. Similarmente, existe actividad en el area
sensorimotora cuando los animales realizan una accién aprendida (Miyachi et al.,
2002).

2.8 El estriado dorsomedial y su participacion en la codificacién del valor
asignado a las acciones

Como parte del proceso de seleccion de acciones en la busqueda de una
consecuencia, se piensa que el actor estima el valor de la respuesta de diferentes
acciones y selecciona aquella con valor mas alto. Esto es basado en el modelo
gue asume que los actores realizan acciones guiados por un valor memorizado de

dicha accién. Es un tipo de seleccion de acciones guiadas por reforzador.

El nidcleo caudado en primates (estriado dorsomedial en roedores) esta
estrechamente relacionado con el proceso de estimacion del valor de una accion.
Participa evaluando la respuesta obtenida ante una accién y actualizando el valor
a dicha accion. Esto se sabe por experimentos en primates, los animales fueron
entrenados a recibir una recompensa grande o una pequefia. Para recibir la
recompensa se solicitd al animal realizar una de dos acciones, una accién lo

llevaba con mayor probabilidad a obtener una recompensa grande y la otra accién
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a obtener la recompensa pequefia. La probabilidad con que dichas acciones
estuvieron asociadas con el tamafio de la recompensa se presentd en bloques y
los animales tuvieron que seleccionar la accion en funcion de la probabilidad de
obtener recompensa grande. De este estudio se identific6 que la actividad
neuronal en el ndcleo caudado respondié a cambios en el valor de la accién
(Samejima, 2005). También se logr6 identificar que algunas neuronas tienen
actividad predictiva (Lau & Glimcher, 2008). Inspirados por este trabajo,
recientemente se realizaron estudios en roedores, en los que se manipuld de
manera especifica la actividad de las neuronas estriatales de la via directa versus
la via indirecta. La conclusioén de estos experimentos es que la activacion de las
vias estriatales controla de manera opuesta la seleccibn de una accion. La
estimulacion de la via directa es reforzante, mientras que la estimulacion de la via
indirecta causé evitacion. El efecto de la manipulacién de las vias estriatales es
dependiente de la historia previa con la que se obtuvo una recompensa (Tai et al.,
2012).

Asi, tenemos que la seleccion de acciones puede ser guiada por reforzador. En los
modelos de reforzamiento operante se postula que el animal tiene que estimar el
valor de una accién, seleccionar la accién y actualizar el valor de la accién con la
respuesta obtenida (Rescorla & Wagner, 1972;Mikhael & Bogacz, 2016;Schultz et
al., 1997). El hecho de que las vias estriatales contribuyan de manera opuesta
sobre la seleccion de acciones guiada por reforzador, concuerda con la propuesta
de que el sistema dopaminérgico del cerebro medio codifica la presencia o
ausencia de acciones recompensadas (Schultz, 2007). Se propone que dicho
sistema tiene un efecto opuesto sobre el disparo de las neuronas estriatales de
proyeccion (Surmeier et al., 2007; Gerfen & Surmeier, 2011; Planert et al., 2013;
Ketzef et al., 2017).

2.9 Otros tipos neuronales dentro del estriado

Ademas de las neuronas estriatales que constituyen las vias de proyeccion: la via
directa y la via indirecta, dentro del estriado existen interneuronas colinérgicas y

varios tipos de interneuronas GABAérgicas. Actualmente se han descrito cinco
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tipos de interneuronas GABAérgicas y se diferencian por sus propiedades
electrofisiolégicas, morfologicas y bioquimicas en poblaciones que expresan una
de las siguientes moléculas: parvalbumina, somatostatina, calretinina,

neuropéptido Y y tiroxina hidroxilasa (Tepper, 2010).
2.10 Modelos funcionales de las vias estriatales

El modelo clasico de las vias directa e indirecta de los ganglios basales propone
que la corteza (motora, premotora, sensorial) activa a las neuronas espinosas
medianas (NEMs) del estriado que proyectan hacia la sustancia nigra pars
reticulata (SNr) y globo palido segmento interno (GPi) en lo que se conoce como la
via directa (Ver Figura 1). Las NEMs son de naturaleza GABAérgica, asi que su
activacion inhibe a las neuronas de la SNr que también son GABAérgicas. La
inhibicién de las neuronas de la SNr desinhibe a las neuronas del tAlamo que son
glutamatérgicas y proyectan hacia la corteza (Calabresi et al., 2014). Evidencia
experimental sustenta que la activacion de las neuronas estriatales de la via

directa promueve el movimiento (Kravitz, 2010).

Por otro lado, la via indirecta consta de NEMs que proyectan al GPe. La inhibicién
del GPe que tiene neuronas GABAérgicas da como resultado la desinhibicién de
las neuronas glutamatérgicas del NST. En consecuencia, la activacion del NST
activa a las neuronas GABAérgicas de la SNr que proyectan hacia el talamo
(Calabresi et al., 2014). La activacion de las neuronas estriatales de la via

indirecta en el estriado disminuye el movimiento (Kravitz et al., 2010).

La evidencia directa que sustenta la funcion antagonica de las vias de los ganglios
basales sobre el control motor proviene de un estudio en el que por medio de
activacion optogenética (estriado dorsomedial) de la via directa, incrementaron la
deambulacion y los movimientos finos de los animales. En ese mismo estudio, la
activacion de la via indirecta disminuydé los movimientos ambulatorios e
incrementd el estado de congelamiento de los animales (Kravitz et al., 2010). El
mismo grupo de investigadores observo que la autoestimulacién de las neuronas

de la via directa ejerce un efecto reforzante sobre la accion asociada a la
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autoestimulacion. Sin embargo, la autoestimulacion de las neuronas de la via
indirecta indujo evitacion por realizar la accion asociada a autoestimulacion,

aunque los resultados de de esta via no son tan marcados. (Kravitz, 2012).

Aunque el modelo clasico de las vias de los ganglios basales propone que las vias
participan de manera opuesta en la generacion de movimientos, existe evidencia
actual apoyando un modelo funcional de cooperacion entre las dos vias para el
inicio de una accién (Cui et al., 2013; Jin et al., 2014; Tecuapetla et al., 2016).
Incluso existe un reporte mostrando que la autoestimulacion de la via directa y de
la via indirecta estd asociada de manera positiva a la realizacion de una accion,
enfatizando que la sensibilidad de cada via es diferente. La activacion
optogenética de neuronas de la via directa provoca que los animales sean

sensibles a la deteccion de cambios en el entorno (Vicente et al., 2016).

3. JUSTIFICACION

Hasta el momento se han estudiado a las vias directa e indirecta de los ganglios
basales de manera general, a pesar de la evidencia experimental que muestra la
contribucion diferente de cada uno de los compartimentos del estriado sobre la
seleccibn de acciones guiada por reforzador. Por lo tanto, en esta tesis
comparamos de manera sistematica la contribucion de cada compartimento
(dorsomedial y dorsolateral) de las vias estriatales sobre la seleccion de acciones

guiadas por reforzador y sobre el control del movimiento.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para evaluar si las neuronas de la via directa e indirecta en cada compartimento
del estriado contribuyen de diferente manera sobre la seleccion de acciones y
sobre el control del movimiento, nos planteamos comparar la contribucion de su

activacion en el estriado dorsomedial versus el estriado dorsolateral.

Consideramos que la respuesta a esta problemética puede resolver algunas de las
inconsistencias entre los modelos funcionales que explican la contribucién de las

vias directa e indirecta de los ganglios basales.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La activacion de las neuronas de la via directa e indirecta en los compartimentos
del estriado tiene contribuciones diferentes sobre la seleccion de una accién

guiada por reforzador y sobre el movimiento?

6. HIPOTESIS

Dado que la activacion del estriado dorsomedial versus dorsolateral de las vias
directa e indirecta tienen una contribuciébn diferente dependiendo del
compartimento activado, entonces habra diferencias sobre la seleccion de

acciones guiada por reforzador y sobre el movimiento.

7. OBJETIVO GENERAL

Comparar la activacion del estriado dorsomedial versus dorsolateral analizando la
consecuencia de esto sobre la seleccion de acciones guiadas por reforzador y

sobre el movimiento.

16



7.1 Objetivos Especificos

1. Determinar las diferencias por la activacion del estriado dorsomedial vs
dorsolateral de las vias directa e indirecta de los GB sobre la seleccion de
acciones guiada por reforzador, en una prueba de condicionamiento
operante.

2. Evaluar las diferencias por la activacion del estriado dorsomedial vs
dorsolateral de las vias de los GB en un protocolo de preferencia de lugar
en tiempo real.

3. Determinar las diferencias generadas por la activacion del estriado
dorsomedial vs dorsolateral de ambas vias de los GB sobre el

desplazamiento horizontal, en una prueba de campo abierto.

8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Animales

Se utilizaron lineas de ratones transgénicos BAC que expresan la enzima Cre
recombinasa bajo el promotor del receptor de dopamina D1 (D1-Cre EY217) y de
adenosina A2A (A2A-Cre KG139). Los ratones transgénicos BAC se cruzaron con
ratones silvestres C57BL/6J, para obtener ratones homocigotos. En este estudio
se utilizaron ratones machos y hembras de 8 a 12 semanas (D1-cre: n=16

experimentales, n=12 controles, A2A-cre: n=17 experimentales, n=8 controles).

Los animales se alojaron en el bioterio y vivarium del Instituto de Fisiologia Celular
durante su reproduccién y fase experimental respectivamente, bajo condiciones
reguladas de temperatura (22°), humedad y ciclo de luz oscuridad (12h/12h) se les
dio agua y alimento ad libitum. En el periodo experimental los animales se
mantuvieron en un 80% de su peso. Todos los estudios siguieron el protocolo N°
FTAO03-14 aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional

Auténoma de México.
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8.2 Genotipificacion

Al dia 21 postnatal se separé la camada y se obtuvieron muestras de tejido
provenientes de la cola de los animales, con el objetivo de extraer el ADN. La
extraccion se realizé con un kit (Thermo SCIENTIFIC) y posteriormente se realizd

una PCR amplificando la secuencia de la enzima Cre-recombinasa.

8.3 Expresién Viral

Se utilizé un vector de virus adenoasociado del serotipo 1 para la opsina ChR2-
eYFP y a los animales control se les infectd con un vector viral que contiene

solamente la proteina reportera amarillo fluorescente eYFP.

8.4 Cirugia estereotaxica: Inyeccion de virus e implantacion de fibras

Se indujo anestesia con 4% de isofluorano y se mantuvo con 1% isofluorano y
oxigeno (1 L/min) mediante un sistema de anestesia (E-Z Anesthesia) acoplado al
aparato estereotaxico (David Kopf Instruments), regulando la temperatura del
animal (Physitemp Instruments). Después de limpiar y depilar la zona cefélica, se
expuso el craneo del animal y se limpié con agua oxigenada (10%). Una vez que
el craneo quedd completamente alineado, se realizaron trépanos bilateralmente
utiizando un taladro dental (marathon SDE-H355P1) con las siguientes
coordenadas: para dorsomedial +0.5 mm anteroposterior (AP), 1.6 mm
mediolateral (ML); para dorsolateral +0.5mm AP, £2.5 mm ML, respecto a bregma
(Paxinos, 2013).

El virus DIO-ChR2-eYFP o DIO-eYFP (500 nL) se inyecté a 4.6 nL cada 5
segundos a una velocidad de 23 nL/s (9 minutos para el virus total) bilateralmente
en el estriado dorsomedial y dorsolateral (-2.3 mm dorsoventral, tomando como
cero el cerebro del animal), en una micropipeta de borosilicato (Drummond
scientific, 25 pum) acoplado a un nano-inyector (Nanoject Il Drummond Scientific).
Se dejo la pipeta en el cerebro del animal 15 min después de finalizar la inyeccion,
para permitir la difusion del virus. Después de infectar los dos hemisferios, se
implantaron fibras Opticas de 200 um de didmetro (para algunos animales de 300

pum), elaboradas manualmente (Sparta et al., 2011). Finalmente se cubrid el
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craneo del animal con cemento y acrilico dental (Ortho jet) y se mantuvo en

recuperacion de 4 a 7 dias (Ver figura 3).

8.5 Estimulacion optogenética

En las fases experimentales, el animal fue implantado con fibras Opticas acopladas
a las fibras previamente colocadas en el cerebro del animal. Las fibras se
cubrieron con cinta negra para evitar la salida de luz. Para la implantacién, se
anestesio con isofluorano al animal por un periodo corto de tiempo (~1 min) y se
permitié la recuperacion de la anestesia por 10 minutos antes de iniciar cada
prueba. Los animales fueron estimulados con luz azul (470 nm de longitud de
onda) proveniente de un Led (Doric Instruments). En cada prueba varian los
protocolos de estimulacion.

8.6 Asociacion Accién-Recompensa

Pre-entrenamiento: La sesion de pre-entrenamiento se realizé con el objetivo de
que el animal identificara el comedero y asociara que en este lugar recibiria
recompensa. Un dia antes de exponer a los animales a la caja de comportamiento
operante, se les peso (este peso se tomd como el 100%) y se redujo el alimento,
para llevar a los animales a un 80-90% de su peso. El dia uno en la camara de
comportamiento operante se les dio una sesién de 30 minutos a cada uno. En este
intervalo de tiempo los animales recibieron aleatoriamente recompensas de pellets
(comprimidos alimenticios de 14mg c/u Bio Serv) en el comedero de la caja,

ubicado en la parte central de la misma.

Reforzamiento continuo 15 (CRF 15): La sesion de reforzamiento continuo dur6
30 minutos, en esta prueba se presentd una palanca en la camara de
comportamiento operante, ubicada a la derecha o izquierda del comedero. El
animal recibid un pellet como recompensa cada que realiz6 una accion (presionar
la palanca). La sesién termindé cuando el animal realizé6 15 veces la accién o
finalizaron los 30 minutos de la sesion. La presentacion de la palanca derecha e
izquierda en la sesion de CRF15 se realizé en la misma proporcion para todos los

animales.
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Reforzamiento continuo 30 (CRF 30): Los animales pasaron por una segunda
sesion de reforzamiento continuo en la misma palanca a la que fueron expuestos
anteriormente. Sin embargo, en esta sesion se les pidié que realizaran 30 veces la
accion asociada a recompensa. Al igual que en la sesion previa, el animal recibié
una recompensa cada que presiondé la palanca. Esta sesion tuvo como objetivo

fortalecer la asociacion accién-recompensa.

Reforzamiento continuo 30 con cambio de palanca (CRF 30): En esta Ultima
sesion, se presentd la palanca contraria a la que fueron expuestos previamente.
Esta sesion de reforzamiento continuo duré media hora y terminé cuando el animal
realiz6 30 veces la accion asociada a la recompensa es decir, pudo conseguir
hasta 30 recompensas de pellets. En esta sesidn se esperaba que el animal
reconociera la otra palanca y asociara que esta también le daria recompensa. Esta
etapa de entrenamiento tuvo el objetivo de que los animales no desarrollaran
preferencia por una palanca, pues en las pruebas siguientes el animal estuvo

expuesto a las dos palancas.

8.7 Adquisicién de la relacion accién 1 - recompensa, accion 2 -
recompensa mas autoestimulacion.

Durante la fase de adquisicion los animales realizaron 4 o 7 sesiones, cada sesion
dur6 30 minutos y se expusieron ambas palancas. Al inicio del protocolo
experimental se realizaron cuatro sesiones y no se observé disminucién en la
frecuencia de respuesta. Por este motivo, se extendié el protocolo a siete
sesiones, que también respondio si la conducta se revertia a pesar de mas dias de

asociacion.

El animal recibié un pellet como recompensa por cada accion realizada. Ambas
acciones (presionar palanca izquierda o presionar palanca derecha) dieron
recompensa, sin embargo solo una accion dio estimulacion de luz azul (470 nm)
de 2 segundos por cada presion (Ver figura 5A) La palanca que dio estimulacion
fue contraria a la expuesta en la ultima sesion de CRF30. Todas las sesiones
fueron videograbadas. En la fase de adquisicién se evalu6 si el animal fue capaz

de identificar que al realizar una accion recibiria autoestimulacion y si preferia
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realizar la accion asociada a autoestimulacion (via directa) o por el contrario, la
evitaba (via indirecta). Esta hipétesis esta sustentada en trabajos previos que
muestran que la autoestimulacion de la via directa es reforzante y de la via

indirecta genera evitacion (Kravitz et al., 2012; Tai et al., 2012).

8.8 Prueba para evaluar la asignacion de un valor atribuido a la accion

Para evaluar la posible modificacion del valor asignado a una accion se han
disefiado paradigmas en los que se instaura una relacion entre una accion y una
consecuencia (fase de adquisicion; accion—->reforzador). Después, se evalla la
posible modificacién del valor asignado a dicha accion en ausencia del reforzador.
Se denomina extincion a aquella prueba que evalla los efectos de la adquisicion
en ausencia de reforzador (Domjan, 2010) y existe evidencia que muestra que la
extincion no elimina lo que se aprendié en la fase de adquisicion (Bouton &
Woods, 2008).

El ensayo de extincion duré 10 minutos, durante esta sesion se expusieron las dos
palancas sin embargo, ahora ninguna de las acciones dio recompensa y el animal
no recibié autoestimulacion (Ver figura 6A) En esta sesion, se preguntd al animal
si en ausencia de recompensa y autoestimulacion mantenia su preferencia por
una de las palancas, como consecuencia de una asociacion accion+recompensa+
autoestimulacién en la fase de adquisicién. Para el andlisis de la prueba de

extincion se tomaron los primeros cinco minutos de la prueba.

8.9 Prueba para inducir la asociacion de una nueva contingencia y evaluar si
los animales son capaces de seguir la estimulacion asociada a la accién

Para preguntar si los animales realizan las acciones guiados por una
consecuencia y no de manera habitual, es necesario realizar un cambio en la
contingencia entre la accion y su consecuencia (Redgrave et al., 2010). Por lo
tanto, decidimos realizar una prueba de inversion de la accion asociada a
autoestimulacion. La accion que era guiada Unicamente por la presentacion de
recompensa ahora fue seguida por la presentacion de

recompensa-+autoestimulacion (Figura 7A). La fase de ensayo reverso constaba
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de 4 o 7 sesiones, cada una duré 30 minutos. En cada sesidon se expusieron las
dos palancas, cada accién (presionar una palanca) dio como recompensa un pellet
y s6lo una de las acciones dio adicionalmente estimulacion de luz azul. En este
protocolo, se cambid la accién asociada a autoestimulacion es decir, el animal
debié presionar la palanca contraria a la que daba estimulacion en la fase de
adquisicion. Mediante esta prueba se pregunté al animal si fue capaz de identificar
la nueva accion que lo llevaba a recibir estimulacion y cambiaba su preferencia

(via directa) o evitacion (via indirecta) por la autoestimulacion.

8.10 Prueba para evaluar la asignacion de un valor atribuido a la accion
después del ensayo reverso

El ensayo de extincién durdé 10 minutos, se presentaron las dos palancas en la
caja de comportamiento operante, el animal no recibié estimulaciéon ni recompensa
al realizar cualquiera de las dos acciones evaluadas (Ver figura 8A). Con esta
sesion respondimos si el animal identific6 el cambidé en la accién asociada a
autoestimulacién y fue capaz de mantener esta nueva preferencia (via directa) o
evitacion (via indirecta) en ausencia de recompensa y estimulacién. Para el

analisis de la prueba sélo se tomaron los primeros cinco minutos de la prueba.

8.11 Estimulacion sin recompensa

De los resultados obtenidos nos preguntamos si el valor de la recompensa per se
competia con la estimulacion. Para responder esto, se expuso al animal a una
sesion de 30 minutos, se presentaron las dos palancas y una de éstas dio
estimulacién de luz azul de dos segundos por cada presién que realizé el ratén.
Ninguna de las acciones llevé a recibir una recompensa de pellets. Este
experimento nos permitid identificar si la recompensa modificaba la preferencia o

evitacion por la autoestimulacion.

Para el caso de la via indirecta este protocolo fue mas largo. Se realizaron dos
sesiones en ausencia de recompensa, posteriormente se evalud la asociacion de
los animales en ausencia de estimulacion. Por ultimo se cambio la contingencia de

la palanca asociada a autoestimulacion en dos sesiones mas (Ver figura 9A-C).
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8. 12 Protocolo de preferencia de lugar en tiempo real

Para responder si los animales preferian (via directa) o evitaban (via indirecta) la
autoestimulacion en otra prueba conductual que no involucrara la obtencién de
recompensa, se realizd el protocolo de preferencia de lugar en tiempo real. En
este protocolo la accion asociada a autoestimulacion fue diferente, la accion a

realizar era desplazarse hacia un cuadrante que daba autoestimulacion.

Este protocolo constaba de 5 sesiones, cada sesion tuvo una duracion de 15
minutos. En la fase de adquisicion se expuso por primera vez al animal a una caja
cuadrada (40 cm de largo x 40 cm de ancho y 31 cm de altura). Se eligié al azar
un cuadrante de la caja. Por medio de un programa de deteccién del cuerpo del
animal, se dio estimulacion cada que el animal realizd la accién de desplazar su
cuerpo hasta el cuadrante seleccionado y se mantuvo en movimiento dentro del
mismo. El animal estuvo expuesto a dos sesiones en las que se mantuvo en la
misma posicion el cuadrante que dio estimulacion. Durante la tercera sesion no se
dio autoestimulacion de luz azul, por lo que se le pregunt6 al animal si fue capaz
de asociar la accién que previamente lo llevaba a recibir autoestimulacion. Por
altimo, se cambié el cuadrante asociado a autoestimulacion y se expuso al animal
dos sesiones (Ver figura 10A-C). Con esto, preguntamos al animal si detectaba el
cambio en la accion que lo guiaba a recibir estimulacién y modificaba su conducta
ya sea prefiriendo (via directa) o evitando (via indirecta) el cuadrante asociado a

estimulacion.

8.13. Protocolo de cambio de movimiento: Campo abierto

Se evaluaron los efectos de la activacion optogenética de cada compartimento del
estriado en cada una de las vias, sobre el movimiento del animal (midiendo el
desplazamiento horizontal) mediante la prueba de campo abierto. Se evalud
unicamente el desplazamiento del animal, ya que existe evidencia que muestra el
papel de las vias de los ganglios basales en la modulacion de movimiento (Kravitz,
2010).

23



Se coloco al ratén en una caja de acrilico de 40 cm x 40 cm, con una altura de 31
cm. La sesion tuvo una duracion de diez minutos, se presentd una estimulacion
cada minuto (un tren de pulsos de luz azul de 10 segundos) con pulsos de 20 Hz
de frecuencia (Ver figura 11A). La siguiente pregunta que surgio fue si el estado
de movimiento del animal en el momento que recibia estimulacion tenia influencia
en el comportamiento motor observado. Para hacer un analisis mas fino,
separamos los ensayos en los que un segundo antes de recibir estimulacién el
animal estaba realizando poco movimiento (ensayos de poco movimiento) y en los
gque un segundo antes de recibir estimulacion el animal realizaba mayor

movimiento (ensayos de mayor movimiento).

8. 14 Verificacion Anatdmica

Al finalizar todos los experimentos, los animales fueron anestesiados con
ketamina/xilacina (85%-15%) por via intraperitoneal. Cuando el animal entré en
anestesia profunda se procedié con la perfusion. Primero se expuso la cavidad
toracica del animal, permitiendo acceso al corazon, se realizd una incision en el
ventriculo izquierdo y por medio de un sistema de perfusion se administraron
aproximadamente 15 mL de PBS al 0.1M, después se administr6 PFA
(paraformaldehido) al 4% para fijar el tejido. Se extrajo cuidadosamente el cerebro
del animal y se colocé en PFA al 4% por 24 horas. El cerebro se cambié a PBS al
0.1M y se colocé en un bloque agar al 4%. Se obtuvieron rebanadas coronales de
100 um de grosor por medio del Vibratome Series 1000 de Ted Pella, Inc.

Las rebanadas se montaron en un portaobjetos y se utilizd Hoescht (20 pg/ mL)
como medio de montar para marcar los nacleos de las células. Por dltimo, se
realizo la verificacion anatomica por medio de un microscopio de epifluorescencia

que permitio observar la fluorescencia de la proteina ChR2-eYFP y eYFP.

8.15 Analisis de datos

Se utilizaron programas de MEDPC que permitieron contabilizar el nimero de
presiones realizadas durante cada sesion de las pruebas conductuales asi como

el numero de recompensas obtenidas. Para el campo de preferencia de lugar y
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campo abierto se realizdé un analisis de la trayectoria de cada animal dentro de la
caja. Para esto se utilizd el programa Mouse Tracker y se realiz6 un analisis del
centro de masa del animal. El programa detect6 el momento en que el animal
recibia estimulacion ya que en el ensayo se adquiere también una sefal visual
pareada al estimulo. Los analisis de tiempo de permanencia en el cuadrante con
estimulacién y el cambio en el desplazamiento del animal se realizaron con
Matlab. Se utilizé el programa Graph Pad Prism 6 para comparar todos los datos
obtenidos tanto en el comportamiento operante como para el analisis de campo de
preferencia de lugar y campo abierto. Las pruebas estadisticas utilizadas son U de
Mann-Whitney y para el caso de los ensayos pareados prueba de Wilcoxon, se

indica en el texto.
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Figura 3. Esquema representativo de manipulaciones optogenéticas. (A) Sitio de
inyeccion de virus e implantacion de fibras. (B) Constructo del vector viral con
Channelrhodopsin. (C) Representacion de la funcion de Channelrhodopsin. (D) Animal
con manipulaciones optogenéticas realizando la tarea conductual.
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9.0 RESULTADOS
9.1 Animales utilizados en el estudio

Implantamos animales D1 Cre o A2A Cre en el estriado dorsolateral (DL) o
dorsomedial (DM) (D1 Cre ChR2-eYFP: DM n=9, DL n=7; A2A Cre ChR2-eYFP:
DM n=11, DL n=6) (Figura 4A-B). ElI mismo procedimiento se realiz6 para los
grupos control (D1 Cre eYFP: DM n=6, DL n=6; A2A Cre eYFP: DM n=4, DL n=4)
(Figura 4A-B).

A Estriado Dorsolateral (DL)  Estriado Dorsomedial (DM)

1 Cre eYFP

B DL ChR2-eYFP
DL eYFP

M DM ChR2-eYFP
D1cre DM ChiR2-e A2Acre

AP 0.14 AP 0.50

(ﬁ\ AP002  AP0.38

Figura 4. Sitio anatémico de manipulaciones optogenéticas. (A) Imagen representativa de
la expresion de eYFP vy sitio de implantacion de fibras Opticas en el estriado dorsolateral
(izquierda) y el estriado dorsomedial (derecha) de un animal D1 Cre, el cuadro rojo indica
la trayectoria de las fibras Opticas. (B) Esquemas representando los sitios donde se ubico
la punta de la fibra Optica para los diferentes grupos experimentales (D1 Cre ChR2-eYFP:
DM n=9, DL n=7; A2A Cre ChR2-eYFP: DM n=11, DL n=6) y grupos control (D1 Cre
eYFP: DM n=6, DL n=6; A2A Cre eYFP: DM n=4, DL n=4).
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9. 2 La autoestimulacion de las neuronas del estriado DL y DM genera
preferencias similares sobre la seleccion de acciones guiadas por reforzador

Observamos que los animales experimentales, ya sea con manipulacion en el
estriado dorsomedial o dorsolateral, realizaron un mayor nidmero de veces la
accibn asociada a autoestimulacion+recompensa (presionar palanca con
autoestimulacion) a lo largo de la prueba de adquisicion (Figura 5 D; DL n=7
animales, 4 tuvieron 4 sesiones, 3 siete sesiones; DM n=9 animales, 7 tuvieron 4
sesiones y 2 tuvieron 7 sesiones; comparacion promedio de todas las sesiones;
p<0.05, U de Mann-Whitney). Ademas, mantuvieron esta preferencia hasta la
altima sesion de adquisicion (Figura 5 E; DL n =7; DM n=9 p<0.05, U de Mann-
Whitney) mostrando un cociente mayor comparado con los controles (Figura 5 D-
E; p<0.05 U de Mann-Whitney).

Contrario a lo observado con la via directa, la autoestimulacion de las neuronas de
la via indirecta en ambos compartimentos del estriado causé evitacion por la
accion asociada a la recompensa+autoestimulacion. El cociente del nimero de
presiones en la palanca asociada a autoestimulacién+recompensa entre la
palanca asociada sélo a recompensa se mantuvo por debajo de uno para ambos
compartimentos. Esto indica que los animales evitaron realizar la accién asociada
a autoestimulacion a lo largo de la prueba de adquisicion (Figura 5 H; DL n=11, 4
tuvieron 4 sesiones, 7 tuvieron 7; DM n=6 2 tuvieron 4 sesiones y 4 tuvieron 7
sesiones; comparacion promedio de todas las sesiones; p<0.05 U de Mann-
Whitney) y se mantuvo hasta la ultima sesion de adquisicion (Figura 5I; DL n=11;
DM n=6 ; p<0.05 U de Mann-Whitney). Se observd un cociente menor comparado

con los animales control (Figura 5D-E; p<0.05 U de Mann-Whitney).

La activacion de las neuronas de la via directa e indirecta, independiente del
compartimento manipulado generd preferencia en el caso de la via directa y

evitacion en el caso de la via indirecta durante la fase de adquisicion.
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Figura 5. La autoestimulacion de neuronas de la via directa induce preferencia por la
accion asociada a la autoestimulacién+recompensa, mientras que la activacion de la via
indirecta induce evitacion. (A) Esquema de la tarea conductual durante la fase de
adquisicién. (B) Presiones totales durante sesiones de 30 minutos cuando los animales
D1 Cre fueron autoestimulados en el estriado dorsolateral (izquierda) y en el estriado
dorsomedial (derecha). (C) Numero de presiones en el Ultimo dia de adquisicion. (D)
Cociente del numero de presiones de la palanca que presento
autoestimulacién+recompensa (accion->R+E) entre la palanca que presenté sélo
recompensa (accién) de los datos presentados en B. (E) Misma relacion que en D
presentando Unicamente la ultima sesién. (F-1) Misma presentacion que en B-E, en este
caso para animales A2A Cre. *p<0.05; Prueba U de Mann-Whitney.
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9.3 Solo los animales autoestimulados en el estriado dorsomedial
mantuvieron la preferencia instaurada durante la adquisiciéon

En la sesion de extincion, observamos que sdlo los animales con activaciéon en el
estriado dorsomedial de la via directa mantuvieron preferencia por realizar la
accion que estuvo asociada a autoestimulacion+recompensa en la fase de
adquisicion (Figura 6C; ChR2-eYFP DM n=9, p<0.05 Prueba de Wilcoxon). Por
otra parte, los animales con manipulacién en el estriado dorsolateral perdieron
esta preferencia, es decir, no identificaron la accién que los guiaba a recibir
autoestimulacién en sesiones previas (Figura 6B, ChR2-eYFP DL n=7, p>0.05
Prueba de Wilcoxon). Los animales manipulados en el estriado dorsolateral vs el
dorsomedial no presentaron diferencias en el nimero total de presiones realizadas
durante la fase adquisicién, por lo que descartamos que uno de los grupos haya
estado mas expuesto a la recompensa o autoestimulacion (Figura 5 B y C, DM
n=9 DL n=7 p>0.05 U de Mann-Whitney).

De manera similar, sélo los animales que recibieron autoestimulacion de la via
indirecta en el estriado dorsomedial durante la fase de adquisicién, mantuvieron la
preferencia por realizar la accién no asociada a autoestimulacion (evitaron realizar
la acciébn que guiaba a autoestimulacion) en la sesidn de extinciéon (Figura 6E,
p<0.05 ChR2-eYFP DM n=6 Prueba de Wilcoxon). Este efecto es contrario al de
los animales manipulados en el estriado dorsolateral (Figura 6D, ChR2-eYFP DL
n=11 p>0.05 Prueba de Wilcoxon).
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Figura 6. Durante la prueba de extincion solo los animales autoestimulados en el estriado
dorsomedial mostraron una preferencia positiva (D1 Cre ChR2-eYFP) o negativa (A2A
Cre ChR2-eYFP) por la accion asociada a la autoestimulacion+recompensa (Accion-
>R+E) en sesiones previas. (A, B, C y D) Numero de presiones realizadas durante 5 min,
en ausencia de autoestimulacién y recompensa, para los animales expresando ChR2-
eYFP del lado izquierdo, y sus respectivos animales control (expresando s6lo eYFP) del
lado derecho (D1Cre ChR2-eYFP: DM n=9, DL=7; D1Cre-eYFP: DM n=6, DL=6;
A2A Cre ChR2-eYFP: DM n=6, DL=11; A2ACre-eYFP: DM n=4, DL=4 *p<0.05;
Prueba de Wilcoxon).

9.4 La autoestimulacion de las neuronas de la via indirecta del estriado
dorsolateral no revierte la preferencia instaurada durante la adquisicion

En el ensayo de inversion, observamos que los animales en los que se
autoestimulé a las neuronas de la via directa, mostraron un cambio en su
preferencia como consecuencia de la inversibn de la accion asociada a

autoestimulacién+ recompensa (Figura 7D-E; DM n=9, DL n=7 p<0.05 U de
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Mann-Whitney). Sus respectivos controles continuaron realizando por igual ambas
acciones (Figura 7D-E; DM n=6, DL n=6 p > 0.05 U de Mann Whitney).

Cuando realizamos el mismo experimento en los animales que recibieron
autoestimulacion de la via indirecta, sélo los animales con manipulacion en el
estriado dorsomedial lograron identificar el cambio y evitaron realizar la accion
asociada a autoestimulaciéon a lo largo de la fase del ensayo reverso (Figura 7H
DM n=6 p<0.05; Prueba U de Mann Whitney). Los animales con manipulacion en
el estriado dorsolateral no identificaron el cambio en la contingencia (Figura 7H
DL n=11 p>0.05; Prueba U de Mann Whitney). Esta diferencia conductual por
manipulacion en el estriado dorsomedial vs dorsolateral fue evidente hasta la
altima sesion del ensayo de inversion de palancas (Figura 7 | ChR2 DM n=6, DL
n=11; eYFP DM n=4, DL N=4, p<0.05; Prueba U de Mann Whitney).

Los resultados del ensayo reverso muestran que los animales con manipulaciones
en el estriado dorsomedial y dorsolateral de la via directa fueron capaces de
identificar un cambio en la contingencia y cambiar su preferencia inicial. Sin
embargo, los animales manipulados en la via indirecta mostraron diferencias
conductuales dependiendo del compartimento manipulado. Fueron capaces de
identificar y cambiar su preferencia inicial para el caso de los animales con
activacion del estriado dorsomedial. Por el contrario, los animales manipulados en

el estriado dorsolateral no actualizaron el cambio en la contingencia.
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Figura 7. La autoestimulacion de las neuronas de la via indirecta del estriado dorsolateral
no revierte la accion asociada a la autoestimulaciéon (A) Esquema de la tarea conductual
durante la fase del ensayo reverso (B) Presiones totales durante sesiones de 30 minutos
cuando los animales D1 Cre fueron autoestimulados en el estriado dorsolateral (derecha)
y en el estriado dorsomedial (izquierda). (C) Numero de presiones en la ultima sesion del
ensayo reverso. (D) indice de preferencia = Cociente del nimero de presiones de la
palanca que present6é autoestimulacion+recompensa (accion->R+E) entre la palanca que
presentd sélo recompensa (acciéon) normalizado a la dltima sesion de adquisicion. (E)
Cociente de la ultima sesion del ensayo reverso presentado en D (F-I) Misma
presentacion que en B-E, en este caso para animales A2A Cre. *p<0.05; Prueba U de
Mann-Whitney.
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9.5 Los animales con autoestimulacion en el estriado dorsolateral de la via
indirecta no revierten la preferencia impuesta durante la adquisiciéon aun en
ausencia de reforzador y autoestimulacion

Como observamos previamente, los animales con autoestimulacion en la via
indirecta en la fase de adquisicion evitaron presionar la palanca con
autoestimulacion. Estos animales realizaron en promedio el mismo numero de
presiones (Ver Figura 5 H, 1) es decir, estuvieron expuestos en igual medida a
recibir un niumero similar de veces la autoestimulacion. Realizamos el protocolo de
extincion seguido del ensayo reverso soOlo para los animales A2A Cre. Los
animales con estimulacién en el estriado dorsolateral en la fase del ensayo
reverso mantuvieron la preferencia impuesta desde la fase de adquisicion. No
cambiaron esta preferencia aln en ausencia de recompensa y autoestimulacion
en comparacion con sus animales control (Figura 8B; n=7; p<0.05 Prueba de
Wilcoxon). De manera preliminar, los tres animales con autoestimulacion en el
estriado dorsomedial identificaron el cambio en la contingencia. La preferencia que
se cambié en el ensayo reverso se mantuvo en ausencia de recompensa y
autoestimulacion, aunque es necesario aumentar el nimero de animales en este

ensayo (Figura 8C).

La preferencia adquirida por la accion que guia so6lo a recompensa (o evitacién de
la autoestimulacion) durante la fase de adquisicion se revirtid Unicamente en los
animales con autoestimulacion en el estriado dorsomedial. Una vez instaurada
esta preferencia, los animales con manipulaciones en el estriado dorsolateral no

identificaron el cambio en la contingencia.
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Figura 8. La autoestimulacion de las neuronas de la via indirecta del estriado dorsolateral
no revierte la accion asociada a la autoestimulacion en ausencia del reforzador y la
autoestimulacion. (A) Esquema de la prueba de extincion. (B) Numero de presiones al
minuto 5 del ensayo de extincion, después del ensayo reverso para animales A2A Cre con
estimulacion previa en el estriado dorsolateral (A2Acre ChR2-eYFP DL n=7; DM n=3;
A2Acre-eYFP DL n=4; DM n=4) (C) Igual que en A, con estimulacién previa en el estriado
dorsomedial. *p< 0.05 Prueba de Wilcoxon.

9.6 La autoestimulacion de la via indirecta no revierte la preferencia inicial
aun en ausencia de larecompensa.

En la via indirecta sélo los animales con manipulacién en el estriado dorsomedial
identificaron el cambio en la contingencia. Esto nos llevo a preguntarnos si el valor
de la recompensa per se competia con la autoestimulacion, la cual parecia
evaluarse como un estimulo negativo. Para responder esto, se realizd el mismo

protocolo, en ausencia de recompensa.

La palanca asociada a autoestimulacién en las primeras dos sesiones de esta fase
fue la misma que en la fase de adquisicion (presion—>autoestimulacion+
recompensa). Al evaluar el cociente del nimero de presiones realizadas en la
palanca asociada a autoestimulacion entre la palanca que no guiaba a
estimulacién, se observo que ambos grupos (estriado dorsomedial y dorsolateral),

evitaron la autoestimulacion, aunque es necesario aumentar el numero de
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animales. (Figura 9D y G, ChR2 DL; n=10 animales, 6 animales con 2 sesiones;
eYFP DL n= 6; ChR2 DM n=3 animales, 2 con dos sesiones; eYFP DM controles
n=4).

En este mismo protocolo, durante la prueba de extincion de la autoestimulacion
(Figura 9B), se observé que los animales con manipulacion en el estriado
dorsolateral realizaron mas veces las accidbn que previamente les dio
autoestimulacion y evitaron presionar esta palanca aun en ausencia de
autoestimulacién (Figura 9 E y H). Esta asociacion no la observamos en el primer
ensayo de extincion, después de la adquisicion inicial (Figura 7) y solamente en

ausencia de recompensa se logra ver este efecto.

En el protocolo de ausencia de recompensa se observd que los animales con
manipulaciones en el estriado dorsomedial son sensibles a detectar este cambio.
Sin embargo, los animales con manipulacion en el estriado dorsolateral
continuaron realizando la accion que prefirieron desde la fase de adquisicién
(Figura 9 F, I).

Los resultados obtenidos muestran que la recompensa per se juega un papel
importante y pudiera competir con la autoestimulacion. La preferencia que los
animales con manipulaciones en el estriado dorsolateral adquirieron en un
principio de su desempefio conductual (fase de adquisicién) se mantuvo a lo largo
de las sesiones. Por otro lado, sélo los animales con manipulaciones en el estriado

dorsomedial identificaron los cambios aun en ausencia de recompensa.
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Figura 9. La autoestimulacién de la via indirecta no revierte la preferencia inicial ain en
ausencia de la recompensa. (A-C) Esquemas de la prueba conductual de cada columna.
(D) Cociente del numero de presiones realizadas en la palanca asociada a estimulacion
entre la palanca que sin estimulacion de animales con manipulacion en el estriado DL, en
cada sesion de la prueba. (E) Numero total de presiones al minuto diez del ensayo de
extincion (ausencia de estimulacién) de animales con manipulaciones en el estriado DL.
(F) Cociente como en D para las sesiones en las que se cambi6 la accién asociada a
autoestimulacion. (G-l) Igual que D-F para animales con manipulaciéon en el estriado
dorsomedial. (A2A Cre ChR2 DL; n=10 animales, 6 con 2 sesiones; DM n=3

animales, 2 con dos sesiones; A2A Cre eYFP DL n= 6; DM controles n=4 *p<0.05
Prueba de Wilcoxon).

9.7 La autoestimulacién de la via directa y la via indirecta en la prueba de
condicionamiento de lugar en tiempo real genera preferencia y evitacién de
la autoestimulacion respectivamente

En el protocolo de preferencia de lugar en tiempo real, los animales con
manipulaciones en la via directa identificaron el cuadrante en donde recibieron
estimulacién y pasaron mas tiempo en este. Esta preferencia se observo en la

manipulacion de los dos compartimentos del estriado dorsomedial y dorsolateral

(Figura 10G, n=7 para DL y n=9 para DM; n=6 para DL eYFP, n=6 DM eYFP
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*p<0.05; Prueba U de Mann Whitney). Al realizar la misma prueba en ausencia de
autoestimulacion, no se observan diferencias en el tiempo de permanencia en el
cuadrante que dio autoestimulacion en comparacién con los otros cuadrantes,
para ninguno de los compartimentos (Figura 10 H, n=7 para DL y n=9 para DM
p>0.05; Prueba U de Mann Whitney). Cuando se cambi6 el cuadrante en el que
los animales recibieron autoestimulacién, ambos grupos identificaron el cambio y
permanecieron mas tiempo en el nuevo cuadrante asociado a la autoestimulacion
(Figura 10 | p<0.05; Prueba U de Mann Whitney).

Por otro lado, la activacion de neuronas de la via indirecta causo el efecto
opuesto. Los animales con manipulaciones ya sea en el estriado dorsomedial o
dorsolateral evitaron realizar la accion asociada a la autoestimulacion, por lo que
pasaron menos tiempo en el cuadrante asociado a autoestimulacion (Figura 10 J
y M, n=10 para DL y n=5 para DM; n=4 para DL eYFP y n=4 para DM eYFP
p<0.05; Prueba U de Mann Whitney). Al igual que los animales D1, las
manipulaciones en la via indirecta no mantuvieron el efecto en ausencia de la
autoestimulacién (en este caso de evitacion (Figura 10 K y N, n=10 para DL y n=5
para DM p>0.05; Prueba U de Mann Whitney). Sin embargo, identificaron el
cambio en el cuadrante con estimulacion y cambiaron su comportamiento para
evitar el cuadrante nuevo con autoestimulacion. No se reportaron diferencias entre
los efectos por manipulacion de estriado dorsolateral versus dorsomedial (Figura
10 L y O, n=10 para DL y n=5 para DM p<0.05; Prueba U de Mann-Whitney).
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9.8 La activacion del estriado dorsomedial vs dorsolateral genera efectos
motores diferentes

En los experimentos de campo abierto, observamos que la activacion de la via
directa en el estriado dorsolateral disminuyé el desplazamiento horizontal del
animal. Este efecto fue significativo desde los primero cinco segundos de
estimulaciéon (Figura 11 B, n=7 para dorsomediales; controles eYFP, n=12 p<0.05
U de Mann-Whitney). Sin embargo, no observamos efecto por la estimulacion de
la via directa en el estriado dorsomedial (Figura 11B; dorsomediales n=9,
controles eYFP, n=12, p>0.05 U de Mann-Whitney). Al analizar los primeros 5
segundos de estimulacion en los ensayos de poco movimiento se observé un
decremento del desplazamiento por estimulacién del estriado dorsolateral (Figura
11C; DL ChR2-eYFP n=7, eYFP, n=12, p<0.05; U de Mann-Whitney). La
activacion del estriado dorsolateral mantuvo a los animales en un estado de poco
movimiento al recibir la estimulacion. Por otra parte, los animales con estimulacién
en el estriado dorsomedial aumentaron su movimiento, incluso por arriba de los
animales control (Figura 11C, 4 segundos color oscuro; DM ChR2-eYFP n=9,
eYFP, n=12 p<0.05 U de Mann-Whitney). De manera similar, en los ensayos de
mayor movimiento el efecto general observado por activacion del estriado
dorsolateral fue disminucién en el desplazamiento horizontal del animal. Sin
embargo, no observamos un efecto por la activacion de las neuronas de la via

directa en el estriado dorsomedial (Figura 11D, p>0.05, U de Mann-Whitney).

Al comparar los efectos de la estimulacién en los diferentes compartimentos del
estriado en los animales A2A Cre ChR2-eYFP y sus controles, observamos que la
estimulacion del estriado dorsolateral aumenté la locomocién de los animales
(Figura 11E; n=10; p<0.05; U de Mann Whitney). Aunque la estimulacion del
estriado dorsomedial también mostro una tendencia a incrementar la locomocion,
no fue un incremento significativo (Figura 11E, n=5; p>0.05; U de Mann-Whitney).
En este caso, al separar los ensayos por el estado de movimiento antes de recibir
estimulacion (un segundo antes), en los ensayos de poco movimiento el efecto se
pierde. Los animales con manipulacion en el estriado ya sea dorsomedial o

dorsolateral mantuvieron un desplazamiento horizontal muy parecido al de los
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animales control (Figura 11F, n=9 para dorsolateral y n=5 para dorsomedial; n=7
para eYFP, p>0.05 U de Mann-Whitney). Por el contrario, al analizar los ensayos
de mayor movimiento, los animales con estimulacién en el estriado dorsomedial
disminuyeron su locomocién (Figura 11G, p<0.05; n=5; U de Mann-Whitney sélo
por 200ms). Mientras que los animales con estimulacion en el estriado DL
mostraron un incremento en el desplazamiento (Figura 11G, n=10 p<0.05 Prueba
U de Mann-Whitney). Se observé una clara diferencia entre las manipulaciones de
ambos compartimentos (DL versus DM; DL n=10 y DM n=5, p<0.05; U de Mann-
Whitney).

En conjunto, los resultados nos indican que la contribucion de cada una de las
vias en cada compartimento es especifica sobre la locomocion del animal.
Ademas, la contribucibn depende del estado de movimiento en el que se

encontraba el animal.
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Figura 11. La activacion del estriado dorsomedial vs dorsolateral genera efectos motores
diferentes en ambas vias. (A) Vista superior de un animal en la prueba de campo abierto.

(B) Estimulacion de 10s a 20Hz en animales D1 Cre. (C) Cambio en el desplazamiento
horizontal del animal durante estimulacion en ensayos de poco movimiento. (D) Cambio
en el desplazamiento horizontal del animal durante estimulacion en ensayos de mayor

movimiento. A la izquierda de cada gréfica se muestra la cuantificacion del promedio de la
distancia normalizada en los primeros 5s de estimulacion. (E-G) Igual que B-D para

animales A2A Cre. *p<0.05 Prueba U de Mann Whitney
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10. DISCUSION

Derivado de este estudio encontramos que: 1) la activacion de las vias de los
ganglios basales tienen efectos opuestos sobre la realizacion de una accion
guiada por reforzador. La activacion de la via directa facilita la realizacion de una
accion mientras que la activacion de la via indirecta la disminuye. 2) Soélo la
activacion de las neuronas del estriado dorsomedial induce una preferencia que se
mantiene aun en ausencia de la autoestimulacion. 3) La estimulacién de la via
indirecta del estriado dorsolateral establece una preferencia por la accion no
asociada a estimulacion que no se revierte. 4) La activacion de las vias de los
ganglios basales tiene efectos opuestos en el protocolo de preferencia de lugar en
tiempo real. 5) La activacion de las vias estriatales tiene modulaciones especificas
sobre el desplazamiento de los animales, dependiendo del compartimento
manipulado y del estado del movimiento del animal.

La activacion de las vias de los ganglios basales tiene efectos opuestos
sobre larealizacion de una accion guiada por reforzador

Todos los animales que recibieron estimulacién en la via directa de los ganglios
basales incrementaron el nUmero de veces que realizaron la accion (presionar una
palanca (Figura 5B), especificamente de la accién asociada a la autoestimulacion
(Figura 5D). No encontramos diferencias entre el estriado dorsolateral y
dorsomedial. Este resultado se observa a pesar de que la estimulacién del
estriado dorsolateral generé disminucion en el desplazamiento de los animales
(ver Figura 11A-C). En conclusion, la activacion de la via directa facilitd la
realizacion de la accion asociada a autoestimulacion, a pesar de que la
estimulaciéon de esta via genera un déficit motor para el caso del estriado
dorsolateral. Estos datos apoyan la participacion de la via directa de los ganglios
basales en el reforzamiento de una conducta, pues al activar esta via se
seleccion0 la accion asociada a autoestimulacion. La accion pareada a la
activacion de la via directa se evalué como un estimulo positivo, estos resultados

son consistentes con reportes previos (Kravitz, 2012).
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Cuando nos preguntamos si habia diferencias al activar el compartimento
dorsolateral versus dorsomedial de la via indirecta, no encontramos diferencias ni
en la tasa total de trabajo (Figura 5F) ni en la evitacion de la accion asociada a la
autoestimulacién de esta via (Figura 5H). De estos experimentos concluimos que
la activacion de esta via, en ambos compartimentos evoca que los animales eviten
la accion asociada a la autoestimulacion de la via. Este hallazgo es consistente
con la idea de que la autoestimulacion de la via indirecta causa un estimulo
negativo y el animal evita realizar la accion asociada a autoestimulacion (Kravitz,
2012;Tai et al., 2012). Esto deja abierta la pregunta si la activacion de esta via
estd exclusivamente asociada a las acciones que son suprimidas. En otros
estudios se han reportado momentos discretos de la seleccion y realizacion de
acciones durante los que esta via también se activa (Cui, 2013).

En conjunto, estos resultados nos permiten concluir que no hay diferencia en el
proceso de seleccion de una accion asociada a autoestimulacion si comparamos
la activacion de los compartimentos dorsomedial y dorsolateral de las vias de los
ganglios basales. Sin embargo, las vias parecen actuar de manera antagoénica en
el proceso de reforzamiento de una conducta. Mientras que la activacién de la via
directa refuerza la accidon asociada a autoestimulacion, la activacion de la via

indirecta evita la realizacion de esta accion.

So6lo la activacion de las neuronas del estriado dorsomedial induce una
preferencia que se mantiene ain en ausencia de la autoestimulacién

Cuando preguntamos si los animales podian reportar la preferencia aprendida, en
ausencia de autoestimulaciébn y de recompensa, observamos que solo los
animales que recibieron autoestimulacion en el estriado dorsomedial reportaron
dicha preferencia. No asi, los animales que recibieron autoestimulacion en el
estriado dorsolateral para ambas vias de los ganglios basales (Figura 6).
Sabemos que el estriado dorsolateral esta preferentemente involucrado en los
circuitos sensorimotores y es necesario para el establecimiento de acciones
habituales (Yin et al., 2004, 2006; Yin & Knowlton, 2006). Por otra parte, el

estriado dorsomedial forma parte de circuitos de asociacion y esta
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preferentemente relacionado con la realizacibn de acciones dirigidas a la
busqueda de un objetivo (Yin, Knowlton, et al., 2005; Yin, Ostlund, et al., 2005).
Una posible explicacion para nuestros resultados es que la autoestimulacion del
estriado dorsomedial modul6é el valor asignado a la accion cuando se recibi6
autoestimulacion (Samejima, 2005; Tai et al., 2012). Este cambio en el valor
asignado a dicha accion se detecto en la prueba de extinciéon (Bouton & Woods,
2008). Esto también implicaria que la activacion del estriado dorsolateral no tuvo el
efecto de modular el valor asignado a autoestimulacion. Asi, la preferencia
inducida por las manipulaciones de este compartimento fue exclusivamente en
linea, sin que se trasladara a una memoria que indicara la modificacion del valor

asignado a dicha accion.

La estimulaciéon de la via indirecta del estriado dorsolateral establece una
preferencia por la accién no asociada a estimulacion que no se revierte

Nos preguntamos si los animales eran capaces de identificar que una accién era
guiada por la autoestimulaciéon de las vias. Para esto, los sometimos a una prueba
de inversion entre la accidon y su consecuencia (Figura 7). De éstos experimentos,
observamos que los animales que recibieron autoestimulacion de la via directa
tanto en el estriado dorsolateral como en el dorsomedial, lograron actualizar la

accion realizada para seguir la autoestimulacién (Figura 7B-E).

Sin embargo, para el caso de manipulacion de la via indirecta, sélo los animales
que recibieron autoestimulacion en el estriado dorsomedial lograron seguir la
accion que ahora no les daba autoestimulacion. Esto se reportd6 como una
actualizacion en la evitacion de la accidén asociada a autoestimulaciéon (Figura 7 F-
I columna de la izquierda). La actualizacién se observa incluso en ausencia de
estimulacién (Figura 8C). Sorpresivamente, los animales en los que se
autoestimulé la via indirecta en el estriado dorsolateral no invirtieron su
comportamiento (Figura 7H-1). Estos animales continuaron realizando la accién
asociada a autoestimulacion, sin mostrar evitacién (Figura 7H) y mantuvieron este
comportamiento en ausencia de estimulacion (Figura 8B). Este ultimo hallazgo

sugiere que los animales con estimulacion en el estriado dorsolateral no
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detectaron los cambios en la accion asociada a autoestimulacion. Si bien, durante
la fase de adquisicion la activacion de ambos compartimentos indujo evitacion por
la accidén que guiaba a autoestimulacion (Figura 5F), cuando se realiz6 un cambio
en la accion asociada a autoestimulacion solo los animales con manipulaciones en
el estriado dorsomedial identificaron este cambio (Figura 7H). Una posibilidad
para explicar la insensibilidad de detectar el cambio de la accidn asociada a
autoestimulacién, es que en estos animales durante la primera fase de adquisicién
indujimos la formacion de una conducta habitual. Esta conducta estd compuesta
de la evitacion de una accion y como consecuencia el reforzamiento de seleccién
de la otra acciéon que lo llevaba a recibir recompensa. Actualmente, se ha
reportado que el estriado dorsolateral participa en la formacion de conductas
habituales (Yin, 2005) y que la participacion de la via indirecta es necesaria
también en la formacion de conductas habituales (Yu, 2009). Esto respalda la
posibilidad de que la autoestimulacién de la via indirecta del estriado dorsolateral
(en conjunto con el reforzamiento de otra accion) indujera la seleccion de una

accion de manera habitual.

La activacion de las vias de los ganglios basales tiene efectos opuestos en
el protocolo de preferencia de lugar en tiempo real

En el protocolo de condicionamiento operante los animales recibieron recompensa
por realizar la accion (presionar una palanca), esta recompensa per se podria
competir con la modulacion de la autoestimulacion. En el protocolo de preferencia
de lugar el animal no obtuvo recompensa y la accion asociada a autoestimulacion
fue diferente sin embargo, también se observo el reforzamiento de una conducta.
Como resultados de esta prueba, observamos que la activacién de las neuronas
de la via directa en el estriado dorsomedial versus el estriado dorsolateral, en
ambos casos generd una preferencia por permanecer en el lugar asociado a la
estimulacion (Figura 10G). Contrario a esto, los animales que recibieron
autoestimulacion de la via indirecta, en esta misma prueba, evitaron permanecer
en el cuadrante asociado a la autoestimulacién (Figura 10M). Para las
manipulaciones de la via directa, observamos una modificacion en la preferencia

de los animales cuando cambiamos el cuadrante asociado a autoestimulacion, en
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la misma prueba (Figuras 10 | y O). Sin embargo, en este caso en ninguna de las
condiciones logramos observar la preferencia en ausencia de autoestimulacion
para ninguna de las vias manipuladas (Figura 10 H y N). De este experimento,
concluimos que en un paradigma conductual diferente, la activacion de la via
directa reforzo la accion asociada a autoestimulacion, valorando a dicha accion
como un estimulo positivo. De manera contraria, la activacion de la via indirecta
evalué negativamente a la accion asociada a autoestimulacion y los animales
evitaron realizar esta accidn. Esto es consistente con la vision de que las vias de
los ganglios basales actian de manera antagonica en el reforzamiento de una
conducta (Kravitz et al., 2012; Tai et al., 2012).

De este experimento no observamos diferencias entre los animales que recibieron
autoestimulacion en el estriado dorsolateral versus en el estriado dorsomedial.
Una posible explicacion de este fendbmeno, es que la accion de permanencia en un
lugar (desplazamiento hacia el cuadrante con estimulacion) es mas dificil de
identificar que la accién de presionar una palanca. Ademas, las sesiones en este
protocolo fueron menos que las de comportamiento operante. Aun asi, los
animales cambiaron su preferencia cuando se les cambié el cuadrante asociado a

autoestimulacion, en los dos grupos experimentales.

Se observan efectos diferentes por la manipulacion de cada compartimento del
estriado sobre la locomocion del animal (Figura 11). Esto plantea la posibilidad de
que al reportar el efecto de las vias sobre la seleccién de acciones guiada por
autoestimulacion, la activacién de las vias involucra un efecto motor y un efecto

reforzante (via directa) o de evitacion (via indirecta).

La activacion de las vias estriatales tiene modulaciones especificas sobre el
desplazamiento de los animales, dependiendo del compartimento
manipulado y del estado del movimiento del animal

Al evaluar el efecto de la estimulacion de las vias estriatales sobre la locomocion,
los resultados muestran que existen diferencias sobre el desplazamiento del

animal por la activacion de cada compartimento del estriado (dorsomedial versus
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dorsolateral). Esto depende de la via activada y del estado de movimiento del

animal en el momento de la manipulacion.

En el caso de la via directa, la activacion del compartimento dorsolateral
disminuy6 la locomocion (Figura 11B-C) mientras que la activacion del estriado
dorsomedial increment6d el desplazamiento del animal en cierto periodo de la
estimulacién (ensayos en los que el animal practicamente estaba inmovil; Figura
11C). Otro factor clave a considerar cuando se determina el efecto de la
modulacion de las vias estriatales sobre la locomocion, es el estado de
movimiento en el que se encuentra el animal al recibir la estimulacion. Por
ejemplo, al activar a la via directa los efectos mas marcados los vemos cuando el
animal realizaba poco movimiento (Figura 11C). Si tomamos en cuenta de manera
general todos los ensayos en los que se activé a la via directa, los resultados son
inconsistentes con previos reportes. En otros trabajos observan incremento en la
deambulacion por la activacion de esta via (Kravitz, 2010; Dureux, 2012). Sin
embargo, obtenemos resultados consistentes con estos reportes si analizamos
s6lo los ensayos de bajo movimiento pues observamos un incremento sobre la
locomocion (Figura 11 C). No obstante, un hallazgo no esperado es que la
activacion de la via directa (en el estriado dorsolateral) disminuyé la locomocion de
los animales (Figura 11 B-D). Dicho hallazgo concuerda con un reporte previo que
muestra que la activacion de dicha via impone una pausa sobre la realizacion de
acciones (Tecuapetla, 2016). Esta pausa se da probablemente a través de la
interrupcion del funcionamiento apropiado de dicha via, imponiendo episodios de
distonia. No obstante, se mantiene un efecto reforzante en la prueba de
condicionamiento operante y de preferencia de lugar en tiempo real. Esto es de
gran importancia al evaluar la contribucion que el movimiento tiene como
reforzador de acciones. En este caso, aungue imponemos un posible déficit motor,

no deja de ser reforzante.

En el caso de la activacién de la via indirecta, cuando activamos el estriado
dorsomedial versus el estriado dorsolateral y analizamos todos los ensayos de

movimiento, observamos un incremento en la locomocion, que soélo es significativo
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para la activacion del estriado dorsolateral (Figura 11E). Cuando hicimos un
analisis mas detallado y evaluamos Unicamente ensayos de mayor movimiento, en
los animales con manipulacion en el estriado dorsolateral el desplazamiento se
mantuvo en un estado de mayor movimiento. Por otra parte, la activacion del
estriado dorsomedial provoco fluctuaciones de disminucion en el movimiento del
animal, por debajo de las manipulaciones del estriado dorsolateral (Figura 11G).
Nuevamente, si evaluamos de manera general todos los ensayos en los que se
activo a la via indirecta nuestros datos no son consistentes con reportes previos
qgue muestran disminucion del movimiento. (Kravitz, 2010; Durieux, 2012).
Observamos incrementos en la locomocioén por la activacion de esta via (Figura
11E). Sin embargo, si analizamos los ensayos los ensayos de mayor movimiento,
observamos diferencia sobre la locomocion a causa de la activacion de la via
indirecta en el estriado dorsomedial versus dorsolateral. Esto nos permite concluir
gue la activacion de la via indirecta en el estriado dorsomedial disminuyo la

locomocion comparado a su activacion en el estriado dorsolateral.
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11. APORTACIONES GENERALES

A través de los resultados obtenidos en el presente estudio podemos aceptar la
hipotesis planteada en un inicio. La activacion del estriado dorsomedial en
comparacion con la del estriado dorsolateral de las vias directa e indirecta de los
ganglios basales tiene una contribucién diferente sobre la seleccion de acciones
guiada por reforzador y sobre el movimiento del animal. Por lo que proponemos
gue no se puede generalizar la funcion de las vias a los diferentes compartimentos
de los ganglios basales, ademas enfatizamos que la contribucién de los diferentes
compartimentos del estriado sobre la realizacion de una accion es especifica. La
activacion del estriado dorsolateral incrementa (via directa) o decrementa (via
indirecta) la realizacion de una accién. La activacion del estriado dorsomedial tiene
una contribucion tanto sobre la realizacion como sobre el reforzamiento de una

accion.

Ademas, observamos que los animales con autoestimulacion en el estriado
dorsolateral no revierten la preferencia que se impuso en los ensayos iniciales,

llevandolos a realizar una accion aparentemente negativa.

Finalmente, mostramos que la activacion del compartimento dorsomedial versus el
dorsolateral genera efectos motores diferentes para cada una de las vias que
también depende del estado de movimiento del animal. Proponemos que la
actividad de las vias de los ganglios basales tiene contribuciones diferentes sobre
la locomocién que son especificas del estado de movimiento en el que el animal

se encuentra.
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