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Resumen gréfico: Se realizé una tarea Go/No-Go (a) en la cual se utilizaron ratones C57BL/6, 4 controles y 3
lesionados en la substantia nigra compacta (SNc) en el hemisferio izquierdo (b), se evaluaron tiempos de reaccion
(RT), frecuencia relativa (FR), intervalo inter-lengueteo (ILI) y la similitud del lenglieteo (similitud) (panel magenta);
tras 30 sesiones, los ratones control (C30) lograron un desempefio mayor a 75% de respuestas correctas, en
comparacion con los ratones lesionados en la misma sesion (L30) (c), resultado de responder a estimulos Go y
evitar responder tras la presentacion de estimulos No-Go (panel anaranjado) (d), sin embargo, las diferencias no
existen en los estimados mencionados (estimados motores). La estimulacién visual fue presentada al 100% de
contraste y 0.045 ciclos por grado (cpg) (e) y, siendo modificada al 50% de contraste y 0.5 cpg (f), el desempefio se
asemejo al de ratones lesionados (panel azul) (g), junto con los estimados motores (figuras en texto).

Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP), descrita y nombrada por James Parkinson en
1817 (Erro & Stamelou, 2017; Sacks, 2012), es considerada como un trastorno
motor de indole neurodegenerativo y progresivo; se caracteriza mayormente por
signos como temblor en reposo, bradicinesia, rigidez muscular e inestabilidad
postural, los cuales son esenciales para su diagnostico.

Los sintomas comienzan generalmente en un lado del cuerpo y a medida que
avanzan se extiende en ambos lados, dificultando o impidiendo tareas que
impliquen motricidad fina o gruesa (NIH, 2017).

Este padecimiento se evidencia por la generacion de cuerpos de Lewy y
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra pars
compacta (SNc), ademés de disfuncion de estructuras subcorticales, hasta el dia
de hoy no existe cura para dicho trastorno (NIH, 2017).

Aunque se consideraba que la motricidad era la Unica afeccion, (Sacks, 2012),
ahora se sabe que existen sintomas no motores presentes en una gran parte de
pacientes con Parkinson (Stern, Lang, & Poewe, 2012) que afectan
significativamente su calidad de vida.

Antecedentes.

Enfermedad de Parkinson
Esta enfermedad fue descrita por James Parkinson en 1817, quien la describi6
como una enfermedad que afecta tanto al movimiento como a la postura.

El rasgo mas evidente de la EP a nivel del sistema nervioso central (SNC) se
establece en el analisis post mortem, en el que se evidencia la agregacion de
cuerpos de Lewy y la degeneracion de neuronas dopaminérgicas en la substancia
nigra pars compacta (SNc) y un daflo a nivel de estructuras estriatales
(especificamente los ndcleos caudado y putamen) que forman parte de circuitos
en los ganglios basales ligados a los receptores dopaminérgicos D1 (excitatorios)
y D2 (inhibitorios), denominadas via directa e indirecta, respectivamente (Titova,
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Qamar, & Chaudhuri, 2017), vias relacionadas con la promocion y detenimiento de
movimientos, correspondientemente y, cuya actividad se desregula en la EP, sin
embargo, se sabe que este tipo de patologias (proteinopatias) tienen un alcance
muy amplio en el cerebro debido a la propagacion de proteinas mal plegadas por
conexiones anatomicas, propagacion dependiente del tiempo (Henderson et al.,
2019).

Sintomas motores

Generalmente, a causa de la desregulacion de los circuitos estriatales se genera
un temblor lento en reposo (4-7 Hz), mayormente unilateral y, aunque es el mas
conocido, no es el sintoma principal, dado que en 30% de pacientes no se inicia
con este (Logishetty & Chaudhuri, 2009).

Generalmente, en la EP existe bradicinesia o acinesia, definidas como lentitud
para realizar una actividad motora y dificultad para iniciarla, respectivamente
(Logishetty & Chaudhuri, 2009), planteandose como el signo nuclear en el
desarrollo del trastorno de Parkinson y es el sintoma motor mas progresivo y
discapacitante (Erro & Stamelou, 2017; Logishetty & Chaudhuri, 2009), en tanto
gue comienza con movimientos finos -escritura micrografica- y consecuentemente
en movimientos gruesos -marcha-.

Otro sintoma es la rigidez, expresada como 1) resistencia constante a
movimientos pasivos en ausencia de temblor y 2) movimiento con sentido de
latigueo en presencia de temblor (Erro & Stamelou, 2017; Logishetty & Chaudhuri,
2009).

El dltimo sintoma motor es la presencia de inestabilidad postural. Se caracteriza
por una deformacion de la postura (inclinacion hacia enfrente) que puede concluir
en camptocormia (deformacion de la postura inclinando el térax mas de 45 grados
hacia el frente). También existe con un cambio del centro de gravedad que afecta
actividades como la marcha, en donde dicho centro se encuentra frente a los pies
y en el que puede causar una festinacion (aceleracién con detenimiento abruptos)
como compensacion (Erro & Stamelou, 2017).

Sintomas no motores (SNM)

Pese a que los sintomas motores son los mas descritos en esta enfermedad,
existen sintomas no motores paralelos al trastorno motor, los cuales han sido
reportados (al menos uno) en 98.6% de pacientes con Parkinson (Stern et al.,
2012), apareciendo en una fase prodrémica (previa al trastorno motor) (Titova et
al., 2017), es decir, previo a la muerte del 50-60% de neuronas dopaminérgicas
(Schapira, Chaudhuri, & Jenner, 2017). Los pacientes con este tipo de sintomas
suelen presentar un detrimento cognitivo global (Schapira et al., 2017).



Dentro de esta clase se incluyen perturbaciones en el dolor, somatosensoriales,
alteraciones autonomicas y sensoriales (Ekker et al., 2017; Schapira et al., 2017,

tabla 1).
Sintoma no motor Regioén cerebral implicada Neurotransmisor asociado
Hiposmia Bulbo olfatorio y amigdala Sustancia P y Acetilcolina (Ach)
Vision de color alterada Retina Dopamina (DA)
Alucinaciones Corteza Occipital DA
Dolor Ganglios basales (GB), locus Coeruleus, DA, Serotonina (SER) y Noradrenalina
nucleo del rafé, amigdala y Talamo (NA)
Ansiedad GB DAY NA
Depresion Areas corticales y limbicas DAy NA
Disfuncién cognitiva temprana Corteza Frontal DA
Demencia Lébulos temporal, parietal y occipital Ach
Perturbaciones del suefio Hipotalamo y formacion reticular Hipocretina, DAy SER
Tabla 1 | Panorama general de las regiones cerebrales y neurotransmisores implicados en sintomas no motores de la EP (trad. de
Schapira et al., 2017)

Estos sintomas representan la mayor causa de internamiento (en retiros
geriatricos u hospitales) y se asocian a una alta tasa de mortalidad (Lefebvre et al.,
2016). Ademas, debido a que las estructuras implicadas y el sistema de
neurotransmision asociado estan alterados, existe una relacion con la modalidad
sensorial alterada (Ekker et al., 2017).

Parkinson y percepcion

Aunque se conocen claramente los efectos sobre procesos como la marcha,
postura y velocidad de ejecucion de movimientos (Logishetty & Chaudhuri, 2009),
hasta hoy hace falta informacién sobre la representacién de sintomas no motores
en el cerebro (Schapira et al., 2017; Titova, Qamar, & Chaudhuri, 2017),
especialmente aquellos de indole sensorial, pues son los sentidos basicos quienes
permiten al organismo interactuar con el medio ambiente para su adaptacion (Lu &
Dosher, 2014).

Uno de los sistemas sensoriales afectados en la enfermedad de Parkinson es la
vision, cuya importancia radica en que un organismo con vision adecuada tiene
mayor posibilidad de evitar peligros, encontrar comida o pareja. Es decir, responde
adecuadamente a propiedades intrinsecas de los objetos -estimulos- del mundo
circundante (Lu & Dosher, 2014).

Existen trabajos que destacan las consecuencias del dafio a diversas estructuras
de la via visual (Ekker et al., 2017) en relacion a fendbmenos complejos como las
alucinaciones visuales (Matsui et al., 2005, 2006), que pudieran proceder de una
incorrecta conexion entre las estructuras de la via visual (Ekker et al., 2017) y su



funcionamiento (Tagliati, Bodis-Wollner, & Yahr, 1996) a causa del desarrollo de la
enfermedad de Parkinson.

Visién en el Parkinson

Se ha reportado que alrededor de entre 12 y 72% de pacientes que padecen
Parkinson sufren de alteraciones visuales (Cummings et al., 2018; Lefebvre et al.,
2016; Thanvi, Lo, & Harsh, 2005), categorizadas en simples y complejas,
existiendo borrosidad, fotopsias (flashes) e intrusién de figuras geométricas en el
campo visual en la primera categoria, mientras que la segunda incluye escenas
que pueden incluir animales, objetos o personas (Barnes & David, 2001;
Mosimann et al., 2006), siendo estas ultimas uno de los factores que mayormente
derivan en el internamiento de pacientes con EP (Thanvi et al., 2005).

Referente al sistema visual, la activacion de receptores de dopamina tipo D2
permite la respuesta neuronal adecuada al contraste y frecuencia espacial en
patrones visuales en modelos experimentales (Souza, Abou, Quintana, Beaulieau
& Casanova, 2018), y se propone que la corteza recibe aferencias dopaminérgicas
del VTA (ventral tegmental area) y SNc (Elsworth & Roth, 2009; Khibnik, Tritsch, &
Sabatini, 2014; Parkinson, 1989; Phillipson, 1986; Tork & Turner, 1981),
proponiéndose (la dopamina) también como neurotransmisor participante en la
génesis de alucinaciones visuales (Devoto & Fiore, 2006).

Las alteraciones visuales en pacientes con Parkinson, incluyendo las
alucinaciones, estan relacionadas con estadios que no implican demencia
(Ballanger et al., 2010; Cho et al., 2017; Cummings et al., 2018; Schapira et al.,
2017), mientras que en trastornos como la esquizofrenia, la dopamina tiene un
papel preponderante en areas subcorticales y tiene una relacién con los sintomas
positivos (Kesby, Eyles, McGrath, & Scott, 2018); a nivel de ensambles neuronales
se representa por una alteracién de activacion de grupos neuronales en la corteza
visual primaria (Hamm, Peterka, Gogos, & Yuste, 2017).

Actualmente sigue siendo desconocido como la alteracion de la via nigroestriatal
afecta procesos como la percepcién y, por ende, el desempefio en una tarea
basada en la distincibn de un estimulo objetivo contra uno distractor mediante
procedimientos conductuales, en tanto que el estudio de sintomas no motores aun
no se ha realizado con profundidad en modelos de la EP (Schapira et al., 2017).

En México, la prevalencia de la enfermedad de Parkinson es de entre 40 y 50
casos por cada 100 mil habitantes, mientras que a nivel mundial el 3% de la
poblacién mayor a 50 afios padece este trastorno (4.1 a 4.6 millones), siendo la
segunda afeccién neurodegenerativa mas frecuente -después de la enfermedad



de Alzheimer, con 30 millones de pacientes- y duplicandose cada cinco afios; se
calcula que para el 2030 la EP duplicara su prevalencia (IMSS, 2017).

Los modelos experimentales de este trastorno (Ungerstedt, 1968) permiten un
acercamiento hacia la fisiopatologia del sistema nervioso central que dé cuenta de
signos y sintomas homoélogos para su estudio mediante agentes farmacolégicos y
la implementacion de técnicas que arrojen conocimiento acerca del posible origen
y expresion de afecciones para una aplicacion final en la clinica (Cummings et al.,
2018; Souza, Abou, Quintana, Beaulieu, & Casanova, 2017).

Uno de los modelos animales mas ampliamente utilizados en tareas que evallan
la relacion percepcion-accion son los roedores (Histed, Carvalho, & Maunsell,
2012), sin embargo, de acuerdo con la revision bibliografica, hasta el momento no
se han desarrollado trabajos en donde se establezca una relacion entre una
posible alteraciébn de la conducta visomotora derivada del desarrollo de un
trastorno motor (enfermedad de Parkinson), enfoque que abordara el presente
trabajo mediante una tarea Go/No-Go, tarea originada por Nosek and Banaji
(2001), siendo aplicada en ratones bajo un modelo de hemiparkinsonismo
(Ungerstedt, 1968).

Hipotesis
El desempefio de una tarea Go/No-Go guiada visualmente estara reducido en un
modelo de Parkinson

Objetivos
- Particular:
o Caracterizar el desempefio en una tarea guiada visualmente en un
modelo de hemiparkinsonismo.
- Especificos:
o Evaluar el patron temporal de lenglieteo (respuesta visomotora) en
ratones control y lesionados
o Evaluar la eficiencia de la respuesta visomotora en ratones control y
hemiparkinsonianos mediante dos parametros:
= Contraste de los estimulos visuales
» Frecuencia espacial de los estimulos visuales

Sujetos
Los experimentos y protocolos fueron realizados de acuerdo con las
especificaciones de bienestar animal local ("NOM-062," 2001), ademas de la



aprobacion del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) del Instituto de Neurobiologia de la UNAM (INB-UNAM).

Se utilizaron 7 ratones machos (control, n=4; lesion, n=3) de la cepa C57BL/6, de
entre 10 y 12 semanas de edad, mantenidos en ciclo invertido de luz-oscuridad
(12hrs/12hrs), alojados en el bioterio del INB-UNAM.

Materiales y métodos

Materiales

- Hardware:
o DELL Optiplex 3050 (Dell, TX, USA)
o Monitor VE710S (ViewSonic, CA, USA)
o Tarjeta NI DAQ USB-6008 (National Instruments, TX, USA)
o Arduino Uno board (Arduino, Ivrea, Italy)

- Software:
o MATLAB (R2019a, The MathWorks, MA, USA)
o PsychToolBox version 3 (Brainard, 1997).
o GraphPad Prism 8

- Cirugia:
o Platos de acero inoxidable para fijacion de cabeza.
o Acrilico dental
o Hidrobromuro 6-Hidroxidopamina (cat. H4381, Sigma-Aldrich)

Métodos

1. Implante de placa

Los ratones fueron anestesiados con Ketamina/Xilacina (100 y 5 mg/Kg,
respectivamente) o Isoflurano (2% para induccion, 1-1.5% para mantenimiento, 1L
O2/min) y puestos en un marco estereotaxico, manteniéndolos sobre una manta
térmica a 37.5+0.5°C e inyectandose lidocaina (20mg/mL) subcutanea en los sitios
de incision.

Durante la cirugia, los ojos de los animales se humectaron con lagrimas
artificiales. Tras la incision sobre el craneo y el retiramiento de exceso de piel, se
aplicé peréxido de hidrégeno al periostio para retirarlo con hisopos estériles,
exponiendo las suturas craneales.

Una placa de acero inoxidable fue colocada sobre el craneo encima de las
coordenadas correspondientes a la corteza visual primaria, con coordenadas AP: -
2.7 (~0.3 mm anterior a lambda) y ML: 2.5 mm en el aparato estereotaxico y con
Bregma y lamba en la misma horizontalidad.



La placa se coloc6 con acrilico dental de manera que se pueda acceder a la
corteza visual bajo el modelo de cabeza fija (figura 1a); (Carrillo-Reid, Han, Yang,
Akrouh, & Yuste, 2019; Guo et al., 2014).

2. Sistema conductual

Se utilizé un sistema construido en el laboratorio, consistente en un treadmill en
forma de rodillo conectado a un sensor magnético, un sensor de recompensa
alejado a 0.5 mm por debajo y 5 mm alejado de la boca del animal.

Para monitorear el lengleteo se utiliz6 un sensor capacitivo conectado al sensor
de recompensa que censo los lenguieteos cada 80 ms y que entrega 4uL de agua
con sacarosa al 2% en cada una de las respuestas correctas con un minimo de 1
lenglieteo en el periodo de respuesta (figura 1b).

La entrega de agua se realizO mediante una valvula solenoide conectada a un
sistema de caida de agua por gravedad y liberada por apertura del solenoide
(figura 1a).

Las sefales fueron registradas en una computadora mediante una tarjeta de
adquisicion de datos (NI DAQ-6008) y MATLAB; una tarjeta Arduino UNO
conectada en interfaz USB control6 la estimulacién visual y la entrega de la
recompensa.

3. Estimulacion visual

La estimulacion visual se generd utilizando Psychophysics toolbox (Brainard,
1997) y se mostré en un monitor LCD colocado a 15cm de la cabeza del ratén
posicionado 45° a la derecha del eje longitudinal. La estimulacién consistié en
gradientes sinusoidales presentados en la pantalla completa (100% de contraste y
0.045 ciclos/grado (cpd) para aprendizaje de tarea y 50, 20, 10 y 5% de contraste
en el protocolo experimental, ademas de modificarse a 0.5 cpg para la
comparacion de estimados con el grupo lesionado) presentados por 2 segundos a
0° (S+, estimulos “Go”) y 90° (S-, “No-Go”), seguidos de un periodo de respuesta
de 1s y un periodo inter-estimulo de 5 segundos con una luminiscencia gris media
(figura 1b).

4. Lesion

En caso de pertenecer al grupo experimental (n=3), se realiz6 una lesion
farmacoldgica a través de una inyeccion de 6-Hidroxidopamina (6-OHDA), la cual
se sabe genera muerte celular de neuronas catecolaminérgicas y genera el
modelo de hemiparkinsonismo (Ungerstedt, 1968).

La inyeccion de 6-OHDA se realizé en la substancia nigra pars compacta (fig. 2a;
SNc, 2ug/uL, 1uL inyectado a una tasa de 0.5uL/min) con coordenadas AP, ML y
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DV (bregma): -3.0; +1; -4.6 (Grealish, Mattsson, Draxler, and Bjorklund (2010), tras
10 minutos de espera para la infusidon del farmaco, el inyector (31G) fue retirado
lentamente.

El periodo de reposo tras el implante de las placas fue de 3 dias para los sujetos
control y 14 para los sujetos con la lesion (figura 2b).

Una vez que los ratones fueron probados (14 dias después de la lesion) mediante
inyeccion subcutanea de apomorfina a una concentracion de 0.1mg/Kg (Grealish
et al., 2010), la cual indujo la conducta de giro en animales lesionados de manera
contralateral y usando un criterio de =15 giros en 10 minutos, en comparacién con
los controles, los ratones comenzaron el proceso de entrenamiento al treadmill de
cabeza fija, deshidratandose hasta llegar al 75% del peso corporal (Carrillo-Reid et
al., 2019; Guo et al., 2014)

5. Entrenamiento conductual

Tras tres dias de recuperacion de la cirugia de implantacion (y 14 para el caso de
animales lesionados), se implemento6 un régimen de restriccion de agua (7-10 dias
para su estabilizacion) dando 1 mL de agua natural diario a la misma hora.

Al reducir al 75% de su peso corporal por tres dias consecutivos, se generé una
motivacion intrinseca para aprender a lengletear y comenz6 el entrenamiento
(Guo et al., 2014).

Durante la realizacion del protocolo, si el peso del animal era mas bajo que el peso
pernocta o existié un dia en que no se realiz6 la tarea conductual, se suministré
agua para llegar al peso ideal para pernoctar, basado en su peso de descenso
medio. El procedimiento de entrenamiento consistié en dos fases:

5.1.Manejo y habituacion:
Tras la estabilizacion del peso, la cual toma entre 7 y 10 dias.

Dia 1.

Se introdujeron las manos en la caja (puede ser cambiar de caja, aunque se
sugiere retirar objetos donde pudieran esconderse los ratones)

Se trepo al ratén arrinconandole.

Una vez en la mano, se habitué al experimentador por 5 minutos, después se
entregd agua en una jeringa (1 mL) y se regreso a su caja.

Dia 2.
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Al repetir la habituacion, se subié nuevamente al raton en las manos y se
entregd agua o gelatina para reducir el estrés en el raton, después se monto
en el treadmill y se dieron 10 minutos hasta que se relajé el animal. Este paso
se realizo en el cuarto de conducta, junto al sistema conductual (Fig. 1a).

Una vez que se sujetd al ratdn, se entregd agua mediante el sensor de
recompensa, repitiéndose dos sesiones de 5 minutos de consumo Ad Libitum
de agua.

Dia. 3.

Nuevamente, se colocé al animal en el treadmill por 3 sesiones de 5 minutos
de consumo Ad Libitum de agua o hasta subir 1 gr.

Dia 4.

Se repitié lo del dia 3 por media hora.

5.2.Entrenamiento en paradigma:

Dia 5.

Una vez que el ratdn asocio el lenglieteo con la salida de agua para beber del
sensor de recompensa, se realizaron 2 sesiones de 50 ensayos, durando cada
sesion ~15 minutos, este periodo es asociativo del estimulo con la recompensa
(agua).

Asociativo [Periodo de respuesta medio (500 ms)]

Sesion 1. S+

Se alej6 el sensor a la distancia que se colocaba generalmente (0.5mm debajo
y 5mm al frente) y se alejaba si el ratdbn no lamia. Podia ser lateral si es
lesionado.

So6lo se muestran 50 ensayos Go y se entrega el agua al terminar el periodo de
respuesta, haya existido o no lengueteo.

Sesion 2. S+, S-

De no lamer, se acercaba el sensor.

En la sesibn se muestran 50 ensayos Go y 50 No-Go y también se
recompensa sin que haya lengteteado

Diaby 7.
2 sesiones S+, S- (50 ensayos c/u, programa de entrenamiento)

Instrumental
Sesion 1. Periodo de respuesta medio (500 ms)
Sesion 2. Periodo de respuesta largo (1 seg)

12



b) Go No-Go ¢
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Figura 1 | Tarea Go/No-Go en ratones C57BL/6.

a) Diagrama del arreglo experimental donde los ratones fueron colocados en un treadmill consistente en un rodillo que permite la
marcha hacia el frente, con un monitor colocado a 45 grados hacia el lado derecho del eje longitudinal del sujeto, en el que se
proyectaron los estimulos en la pantalla completa, representados por los estimulos Go (vertical) y No-Go (horizontal) en donde
se censaban los lengiieteos de los ratones para ser recompensados por una valvula solenoide conectados a un sensor de
recompensa. b) Paradigma conductual en ratones. La tarea Go/No-Go consistié en gradientes sinusoidales presentados durante
2 segundos en los que, tras el estimulo, existia una ventana de tiempo de 1 segundo en la que se registraron los lengiieteos del
sujeto, en donde si el sujeto lamia tras un estimulo Go (S+), se recompensaba (acierto) y se clasificaba como Incorrecto si era
No-Go (S-), o siendo un Fallo si no lame tras S+ y rechazo correcto si no lame tras S-, respectivamente, seguido por un
periodo inter-estimulo de 5 segundos. S=si, N=No.

Estimados de comparacion
La realizacion de la tarea Go-No Go arrojo parametros que fueron comparados,
estos son:

1. Desempeiio en latarea: Desempefio=aciertos/(aciertos+fallos)-
Incorrectos/(Incorrectos+rechazos correctos) (véase figura 1b para
términos).

2. Tiempo de reaccién (TR): definido como el momento en milisegundos del
primer lengueteo tras el inicio de la estimulacion visual. Un RT mayor a 500
ms indica una conducta instrumental y menor a 500, impulsiva
(Berditchevskaia, Caze, & Schultz, 2016).

3. Frecuencia relativa de lenguieteo: lengieteos entre los segundos 3-4
(periodo post-recompensa).

4. Similitud de la respuesta: expresada como el indice de similitud entre el
lenglieteo de los segundos 1.5 a 4.5 (periodo pre- a post-recompensa),
para evaluar la constancia del lengleteo ante la presentacién de estimulos
Go y su evitaciéon en los estimulos No-Go.

5. indice de Motivacion: Esta medida se obtuvo basada en la representacion
realizada por Berditchevskaia et al. (2016), mediante la categorizacion de
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los lenglieteos (minimo un lenguieteo entre los segundos 0 y 3) para poder
ser consideradas como un ensayo motivado, por lo que al final se obtienen
dos tasas de respuesta, consideradas como coordenadas
(motivacién_Correcto, motivacion_Incorrecto).

Dichas coordenadas, al ser impresas en el espacio ROC (figura 3b), ubican
el desempefio de la clasificacion de ensayos en uno de los cuadrantes.
Dependiendo del cuadrante de las coordenadas [x,y] obtenidas de la
cantidad de estimulos en los que no se lengiiete6 [motivacion_Incorrecto
(%), X], y en los que se lenguete6 [100-motivacion_Correcto (%), Y], arrojan
un nivel de motivacién entre 0 y 1, obtenido de la diferencia de la distancia
al origen (0,0) de cada par (x,y) de puntos de la matriz (0,0)-(1,1) y la
formula:

V2 — y1)? 4+ (x2 — x1)?

siendo el cuadrante inferior izquierdo baja motivacién (“bajo”), el superior
derecho motivacion excesiva (“alto”) y el cuadrante superior izquierdo,
motivacion adecuada (“adecuado”; figura 3).

Estos estimados se obtuvieron por sujeto por sesién de 50 ensayos y fueron
descartadas aquellas sesiones que hayan tenido un periodo de 2 dias entre ellas,
debido a que los ratones expertos muestran una disminucion en el desempefio de
la tarea.
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Control

bioterio

Entrada a | Cirugia | Recuperacién

5 dias 1dia 3 dias 3 dias

7 dias 3 dias 15 dias

Dias de
manipulacién = 35

Lesién

Entrada a | Cirugia | Recuperacion Entrenamiento
bioterio | y lesion

5 dias 1 dia 14 dias 3 dias 7 dias

3 dias 15 dias

Dias de
manipulacién = 46

Figura 2 | Lesion y linea del tiempo.
a) sitio de lesion, ubicado en las coordenadas AP, ML, DV: -3, 1, -4.6 (desde bregma) para generar el

modelo de Parkinson (hemiparkinsonismo) (Grealish et al., 2010; Heuer, Smith, & Dunnett, 2013;

Paxinos & Franklin, 2004). Imagen tomada de Mouse brain atlas.
b) Linea del tiempo del paradigma conductual para el grupo control y experimental.
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Analisis de datos

Todos los estimados comparados fueron obtenidos mediante rutinas propias
hechas para MATLAB (version 2019a) y para el analisis estadistico se utilizd
GraphPad Prism (version 8).

Para el caso del desemperio, tiempo de reaccidn, frecuencia relativa e intervalo
inter-lengueteo, se realizaron U de Mann-Whitney para muestras independientes
en la sesion 30, en tanto que en la sesién 1 tienen parametros similares.
Unicamente el andlisis del desempefio se realiz6 con U de Mann-Whitney de 1
cola.

Para el andlisis del indice de similitud, se realiz6 ANOVA de dos vias y la prueba
post hoc de Tukey.

La comparacion de los contrastes se realizé6 mediante la aplicacion de un modelo
mixto con una prueba de comparaciones multiples de Holm-Sidak para evaluar
diferencias entre rangos.

Para la comparacién de frecuencias espaciales se realizé una prueba de Friedman
y la prueba de Dunn para evaluar diferencias entre los rangos. Todas las pruebas
se realizaron asumiendo a=0.05.

S+

10 10.9
"| Adecuado 0
40 106

50 105

60 10.4

Correcto (100-hits (%))

70 10.3

80 102

90 {01

100

40 60 80 100
Incorrecto (%) S

Figura 3 | Espacio ROC y motivacion. Dependiendo del cuadrante de las coordenadas [Incorrecto (%), 100- hits
(%)], arrojan un nivel de motivacién entre 0 (0,0) y 100% (1,1), siendo el cuadrante inferior izquierdo baja motivacion,
el superior derecho motivacion excesiva y los cuadrantes superior izquierdo e inferior derecho, motivaciéon adecuada.
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Resultados
En todos los estimados se compararon la sesidon (S30) entre ratones control (C30)
y lesionados (L30).

Las diferencias significativas se muestran como mediana (%) rango: [Q25-Q75].
En los gréficos, los resultados significativos se muestran como: * = p<0.05; ** =
p<0.01; *** = p<0.001; **** = p<0.0001, ns = no significativo.

Desempeiio

Durante el desarrollo de la tarea se observé que los ratones control generaron una
curva ascendente en su desempefo durante 30 sesiones, nUmero de sesiones
que les tomo tener un constante minimo de 3 sesiones asintoticas por encima del
75% de respuestas correctas (desemperio, fig. 4a).

En la primera sesion (figura 5, C1), tanto los sujetos control como lesionados por
6-Hidroxidopamina (6-OHDA, figura 6, L1) lamian indiscriminadamente ante
estimulos Go y No-Go (fig. 5y 6, C1 y L1), mostrando un desempefio similar
(figura 4a, C1: 21.4%, rango: [-6.5:45.76] vs L1: 4%, rango: [-4:12]), mientras que
después de 30 sesiones (fig, 4a), los animales control generaron un desempefio
mayor a 75% dado el lengleteo preferente ante la presentacion de estimulos Go
por sobre los No-Go (fig. 5, C30), pero no los animales lesionados, manteniendo
un nivel menor al deseado, debido a que existia una preferencia similar entre
estimulos Go y No-Go (fig. 6, L30 y L30), existiendo diferencias en el desempefio
entre los dos grupos en la sesion 30 (fig. 4b; C30: 92%, rango: [80.5-97.5] vs L30:
25.47%, rango: [10-54], U=0, p=0.0286).

Para evaluar la diferencia de resultados en el desempefio, se evaluaron tres
categorias:

1. Respuesta motora
2. Similitud de respuesta
3. Motivacion
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Figura 4 Performance
a) Porcentaje de respuestas correctas (con rango min.-max. en sombreado) en ratones control (n=4, linea
café) y lesionados (n=3, linea azul) durante 30 sesiones de ejecucién de la tarea Go/No-Go. *, p<0.05.

b) Analisis del desempefio en la tarea Go/No-Go de ratones control (C30) y lesionados (L30) en la sesién
30. *, p<0.05.
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Figura 5 | Go/No-Go Control.

Rasterplot representativos del lengiieteo de un ratén control, las zonas verde, roja y gris, representan los
estimulos Go y No-Go en la primera sesion (C1) y la sesion 30 (C30). Debajo se muestran sus respectivos
histogramas del lenglieteo por bines de 100 ms en cada una de las sesiones.
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Figura 6 | Go/No-Go Lesion.
Rasterplot representativos del lengiieteo de un ratén lesionado, en donde la zonas verde, roja y gris,
representan los estimulos Go y No-Go en la primera sesién (C1) y la sesién 30 (C30). Debajo se muestran
sus respectivos histogramas del lenglieteo por bines de 100 ms en cada una de las sesiones.
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Respuesta motora
Para evaluar si las diferencias en el desempefio se deben a dificultades motoras,

se analizaron los datos en tres parametros dentro de esta categoria:

— Tiempo de reaccién (TR)
— Frecuencia relativa de lengleteo (FR)
— Intervalo inter-lengueteo (ILI)

La tarea utilizada (figuras 1 y 7) consiste en un periodo de presentacién de la
estimulacién visual (segundos 0-2) y la ventana de respuesta (segundos 2-3,
figura 1b) y el periodo post-recompensa (segundos 3-4, donde se extrajo la
frecuencia relativa con su respectivo intervalo inter-lengtieteo) dentro del intervalo

inter-estimulo.

TR Frecuencia relativa

/ u
10 1

| II “IH \llllllllwll I‘ II \Hll II ”I Illl\lll H\ [ [
| e \ [0
5 | | II‘I‘Il \| | | I‘Ih‘( 'fl'l HJ., | \ | |I||‘| ‘|"|” |
'S Hll |\l \"Illll ol
0 Ll L1 | IIIIH'I [ |
-1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Time (ms)
Lengleteo Estimulo Recompensa

Figura 7. | Estimados motores.
Estimacion del tiempo de reaccion como medida de aprendizaje de la contingencia en la realizacion de la

tarea Go/No-Go. TR equivale al tiempo (ms) del primer lengleteo (flecha magenta), frecuencia relativa
(corchete anaranjado) indica los lenglieteos emitidos entre los segundos 3-4 e ILI (corchete y lineas azules),
intervalo inter-lengiieteo de los lenglieteos emitidos en la frecuencia relativa.

En la figura 8a se ilustran los tiempos de reaccién para cada uno de los grupos en
la sesién 30 (C30 y L30), sin embargo, enfatizados en los estimulos Go debido a
gue los sujetos control logran un desempefio asintético encima del 75% para dicha
sesion, por una direccion del lengleteo constante en dicha sesion hacia los

estimulos Go (fig. 5, C30).
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Figura 8 | Respuesta motora. Véase figura 7 para referencia

a) Tiempo de reaccion. b) frecuencia de lengieteo relativa durante los segundos 3-4, tras la entrega de
recompensa en los estimulos Go, obtenida como la media de la cantidad de lenglieteos por sesion. c)
Intervalo inter-lengiieteo en respuesta a estimulos Go en la sesién y 30, evaluados en los lengiieteos emitidos
del periodo de b) de ratones control y lesionados en la sesion 30 (C30 y L30, respectivamente).

Se observa que los tiempos de reaccidn son similares entre los grupos, con un
tiempo similar en el grupo control y de ratones lesionados en la sesion 30 (C30:
1572 ms, rango: [918.6-1845]; L30: 1245 ms, rango: [502.4-1277]) (figura 6a, U=2,
p=0.2286).

Una vez que concluye la estimulacion visual, comienza la ventana de respuesta en
los segundos 2-3 (figs. 1b y 7), periodo en el que, de haber lengleteado al menos
una ocasion, se entrega una gota de 4 yl como recompensa (fig. 1b; sistema
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conductual), siendo en este periodo (post-recompensa) donde se evalud la
cantidad de lengleteos emitida, dado que se produce la mayor cantidad de
lenglieteos (histogramas en figuras 5 y 6), denominada frecuencia relativa.

En cuanto a este pardmetro (figs. 7 y 8b), el nUmero de lenglieteos generados por
segundo tras la recompensa muestra una tendencia similar en ambos grupos en la
sesibn 30 (C30: 8.796 lengueteos/segundo, rango: [8.48-9.23]; L30: 7.9
lenglieteos/segundo, rango: [6.4-9]), siendo estadisticamente no significativos
(U=3, p=0.4).

Por otro lado, para evaluar la periodicidad del lenglieteo, se obtuvo el intervalo
inter-lengueteo (ILI, figs. 7 y fig. 8c), medido como el promedio de la diferencia en
milisegundos entre lengleteos de los segundos 3-4 en aquellos ensayos Go
correctos, extraidos del mismo periodo que la frecuencia relativa. Este parametro
es similar entre grupos tras 30 sesiones, los ratones control presentan un intervalo
inter-lengteteo de 110.1 ms con rango [107.5-117.6] (C30), mientras que en los
lesionados es de 111.4 ms, rango: [108.6-124.9] (L30), sin observarse diferencias
entre grupos (U=4, p=0.6286).

De esta manera, se observa que las diferencias en el desempefio de la tarea
Go/No-Go no pueden ser explicadas por un impedimento motor, en tanto que los
dos grupos muestran una respuesta similar en tiempo, frecuencia relativa e
intervalo inter-lengtieteo.

Similitud

Una vez que se descarté que la diferencia se debe a un impedimento motor, la
siguiente pregunta fue saber si se diferencian en la fidelidad del lengieteo a
estimulos visuales dependientes de su categoria, evaluada mediante el indice de
similitud del lenglieteo por ensayo y tipo de estimulo.

El andlisis del indice de similitud (fig. 9) compara el lengleteo en las sesiones 1
(fig. 10a, S1) y 30 (fig. 10a, S30) en los segundos 0-3 (donde ocurre la
estimulacién visual y el periodo de decision) de los dos tipos de estimulos, indice
obtenido por la comparacion de vectores de lenglieteo extraidos de la binarizacién
de lenglieteos por cada ensayo durante cada sesion (fig. 9a).
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Figura 9 | Coseno entre vectores.

a) matriz de n x m, donde n representa la cantidad de lengiieteos en ventanas de 100 ms (1 s = 10 filas,
filas amarillo y azul) y m representa la cantidad de estimulos presentados en la sesion (100 columnas: 50
Go, 50 No-Go, columnas naranjas). b) Férmula para obtener el coseno del angulo, Donde aeb es el
producto punto de los vectores Ay B (e. g. ensayos 1y 2, vectores amarillo y cian en la figura 1), divido

por el producto de la magnitud de ambos vectores, donde el resultado arrojado es entre 0 a 1, significando

1 vectores que apuntan hacia el mismo lugar del espacio multidimensional y O vectores ortogonales
(Carrillo-Reid et al., 2015) .

Dicho andlisis muestra diferencias dependiendo del tipo de estimulo (F(,10= 5.392,
p=0.0044), pero no entre grupo/sesion (Fa,i0= 13.34, p=0.6003). El grupo control
Unicamente tiene diferencias entre el tipo de estimulo en la sesién 30 (Go=
0.50395, rango: [0.2681-0.5642]; No-Go= 0.00185, rango: [0.0004-0.0175],
p=0.0062), pero no existe en el grupo lesionado (Go= 0.3136, rango: [0.0216-

0.3913]; No-Go= 0.0645, rango: [0.0048-0.3535], p=0.9531).

Esto indica que en ratones control se modifica la similitud entre estimulos Go,
dejando de responder en los estimulos No-Go en comparacién con los ratones
lesionados, quienes no presentan diferencias entre grupo ni tipo de estimulo.

Motivacion

Para verificar que las diferencias no se debieron a procesos motivacionales, se
evalud la tasa de respuestas motivadas correctas e incorrectas por medio de una
curva ROC de lengieteos con un umbral de un lengleteo por ensayo,
evaluandose entre los segundos 0-3, dentro de los cuales se presenta el estimulo
y termina el periodo de respuesta, es decir, considerando lengleteos
independientes al periodo de decision para que el ensayo se clasifigue como
correcto o incorrecto, asi, la cantidad de ensayos ante los cuales se respondio
puede dar cuenta de la motivacion de los ratones durante la tarea (figura 11).
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Figura 10 | Similitud en respuesta de eleccion.
a) Matriz del coeficiente de similitud entre respuestas a estimulos Go y No-Go entre los segundos 0-3 donde
ocurre la estimulacion visual y el periodo de decisién en la sesion 1 (S1) de ratones control (panel magenta) y
lesionados (panel naranja) y la sesién 30 (S30). b) Similitud de la respuesta a estimulos Go y No-Go, para la
sesion 30, extraidas de las matrices de similitud, inciso a) S30. **, p<0.01.

El indice de motivacion es similar tras 30 sesiones, no habiendo diferencias entre
grupos (C30: 0.6723, rango: [0.52-0.71]; L30: 0.632, rango: [0.16-0.86]; U=5,
p=0.8571, fig. 11), por lo que las diferencias en el desempefio no se explicaron por
diferencias en la motivacion.
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30 (panel derecho), para terminologia véase apartado 5 de Estimados de comparacién. b) Diferencias entre
la motivacién de la respuesta motora entre las sesiones 1y 30 de ratones control (C1 y C30) y lesionados (L1
y L30).
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Modificacion de parametros vs lesion

Para evaluar si el desempefio podia variar debido a propiedades de los estimulos,
se modificé el contraste y frecuencia espacial de los gradientes, comparandose
con la frecuencia espacial utilizada durante el protocolo de aprendizaje de la tarea
(0.045 ciclos por grado, CPG) en las sesiones 1 a 30 (S1-S30).

En la figura 12a se observa que el desempefio generd una tendencia en forma de
“U invertida” ante la modificacion del contraste al 50, 20, 10 y 5%, que resulta no
significativa mediante un modelo mixto (F.o716, 2672=11.52, p=0.0508), sin
embargo, encontrando diferencias en el desempefio con un contraste al 5% en
comparacion con el 50% (p=0.0142) y el 20% (p=0.0038).
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Figura 12 | Contraste, frecuencia espacial y desempefio. a) Desempefio en la tarea Go/No-Go frente a
gradientes a 0.045cpg y contraste al 100% (durante S1-S30), 50, 20, 10 y 5%. b) Desempefio en la tarea
Go/No-Go dependiente de la modificacion de gradiente a 0.045 (cpg, durante S1-S30), 0.1y 0.5 cpg

Debido a que en los rangos de contrastes utilizados no se encontr6 una
modificacion en el desempefio, se utilizdo 50% de contraste para evaluar el efecto
de la modificacién de la frecuencia espacial en el desempefio. La figura 12b
muestra que, a 50% de contraste, el desempefio Unicamente es diferente
(Fr,4=6.5, p=0.0417) cuando se realizo la tarea con a una frecuencia alta (0.5
cpg), lo que decrementé el desempefio por debajo del 50% (desempefio,
0.045cpg (S1-S30): 92%, rango: [87-98.5]; 0.5cpg: 19.5%, rango: [5.75-32.5],
p=0.04).

Esta modificacion en la respuesta se usé para evaluar los demas estimados y
observar si existe similitud en comparacion con los animales lesionados en la
sesion 30 (figura 13).

De manera general, se aprecia que en todos los parametros existe una tendencia
similar, en tanto que la prueba U de Mann-Whitney evidencia que no existen
diferencias en el desemperfio, el tiempo de reaccién, la frecuencia relativa y el
indice de motivacién ni indice de similitud del lengueteo (p>0.05, fig. 13).
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Discusién

Los resultados obtenidos muestran el desempefio en una tarea Go/No-Go guiada
visualmente en ratones control y lesionados por 6-OHDA, en la cual, tras 30
sesiones, los ratones control presentan una elevada tasa de respuesta, asintética
y encima del 75% de respuestas correctas, mientras que, en el caso de los
ratones lesionados, de manera general tiende a ser menor y muestran un
aprendizaje deficiente comparado con ratones control.

Ademas, estas diferencias en el desempefio no pudieron ser atribuidas a
deficiencias motoras. Diferentes grupos como los de Nuckolls et al. (2012) y
Skitek, Fowler, and Tessel (1999) reportaron que, tras la muerte de neuronas
dopaminérgicas mediante 6-OHDA, la movilidad de la lengua pierde ritmo en
respuesta al requerimiento de fuerza. Sin embargo, en cuanto a Su ritmo
independiente de la fuerza y la velocidad del lengleteo, los hallazgos en la
realizacion de una tarea Go/No-Go muestran que no existen diferencias en su
realizacion, referentes a su frecuencia relativa (fig. 8b) y su intervalo inter-
lengtieteo (fig. 8c).

Ademas, estas diferencias tampoco se observaron por factores motivacionales
(fig. 11), lo cual concuerda con investigaciones previas, en las que el uso de la
comida o agua para generar motivacion, modifica el desempefio de manera similar
en una tarea Go/No-Go (Guo et al., 2014). El peso de los ratones utilizados aqui
se mantuvo alrededor del 75% (fig. Al, anexo), lo cual no genera variabilidad de
motivacion intrinseca en los sujetos (Guo et al., 2014) y que podria coadyuvar en
la similitud del indice de motivacion. Por otro lado, se ha observado que la infusion
unilateral de 6-OHDA en la SNc, pese a un efecto de reduccion de actividades
motoras, no limita la ejecucién de tareas que dependan de la motivacion generada
por alimento (Papp & Bal, 1987), lo que podria ser semejante en la respuesta
guiada visualmente para conseguir liquido.

Una posible explicacion es que el desempefio podria haber sido modificado por
cambios en la sensibilidad a la variacion del contraste en el cual estan en el
umbral de vision de los ratones (Histed et al., 2012), sin embargo, en esta tarea el
desempefio se mantuvo por encima del 70% y Unicamente al reducir al 5% el
desempefio se redujo, aun asi, por encima del 50% (fig. 12a), sin embargo este
resultado es esperado, en tanto que es cercano al umbral minimo de percepcion
(Histed et al., 2012).

Por otro lado, la modificacion de la frecuencia espacial a un contraste de 50% (fig.
12b) modifica el desempeiio hasta caer por debajo del 50% cuando se observan
gradientes a 0.5 ciclos por grado. Este resultado es importante dado que se sabe
gue la dopamina modula la sensibilidad ante la presentacion de contrastes a

30



diferentes frecuencias espaciales y temporales (Bodis-Wollner, 1990; Masson,
Mestre, & Blin, 1993).

Aunque se ha propuesto que este efecto ocurre mayoritariamente por dafo a nivel
de la retina, Souza et al. (2017) mostraron evidencia sobre la delecion de
receptores a dopamina de tipo 2 (D2) en ratones y la alteracion de actividad
cortical dependiendo de frecuencias espaciales en la corteza visual primaria (V1),
lo cual podria relacionar una ejecucion baja en ratones lesionados y que, al
compararse con ratones control con parametros modificados, indicaria que la
deficiencia en la correcta ejecucion en la tarea Go-No-Go pudiera depender de las
frecuencias espaciales en ratones lesionados, lo que podria ser respondido
mediante la utilizacion de frecuencias espaciales mas altas o bajas para saber si
los ratones lesionados pueden aprender la tarea, sin embargo, estos experimentos
aun no se realizan.

Otra posible explicacion es la participacion diferencial de subregiones del nucleo
estriado en el aprendizaje de tareas visomotoras (Bergstrom et al., 2018), siendo
necesaria la participacion del estriado dorsomedial durante el entrenamiento y el
dorsolateral durante sesiones posteriores.

De ser asi, esta transicion entre subregiones del estriado es importante para la
promocién de la asociacion de un estimulo con su efecto hacia una tarea dirigida
por un estimulo, hecho que posiblemente modifique el aprendizaje de la
contingencia de la tarea Go/No-Go (fig. 4), esto podria ser verificado mediante la
aplicacion de antagonistas de receptores dopaminérgicos en subregiones del
estriado y evaluar su participacion en la tarea Go/No-Go en ratones expertos, sin
embargo, dichos experimentos se encuentran fuera del alcance de este trabajo.

Por otro lado, es importante saber que la regién dorsomedial recibe proyecciones
directas de la corteza visual primaria (Hunnicutt et al., 2016; Khibnik et al., 2014),
sin embargo, la funcibn de dichas aferencias y su relacibn con entradas
dopaminérgicas, su funcién normal y en estado patolégico aun se desconocen,
aunque posiblemente pudieran resultar afectadas tras la muerte de neuronas
dopaminérgicas, dado que se conoce que, dependiendo del tiempo, es posible
hallar agregaciones de a-sinucleina a lo largo de la via visual en pacientes con
Parkinson (Rahimi, Milenkovic, & Kovacs, 2015) y en ratones (Henderson et al.,
2019), generadas por migracién de la proteina incorrectamente doblada.

Finalmente, otra serie de experimentos que pudiera apoyar estos datos seria
mediante imagenologia, ya que a nivel de ensambles neuronales se conoce que
en la corteza visual primaria existen grupos que responden dependientemente a la
orientacion de los gradientes (Carrillo-Reid et al., 2019), sin embargo, los
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experimentos para medir la actividad de dichos grupos ante la pérdida de
dopamina o ante la modificacion de parametros visuales aun no se realizan, sin
embargo, se planean en un futuro préximo.
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Figura Al | Peso de ratones. El grafico muestra el peso de los ratones control (café) y lesionados
(azul) durante 50 dias, las cuales muestran un rango alrededor del 75% del peso corporal,
utilizado para generar un desempefio adecuado en la tarea Go/No-Go.
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