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Abstract

Movement initiation and control require the orchestrated activity of sensorimotor
cortical and subcortical regions. However, the exact contribution of specific pathways
and their interactions to the final behavioral outcome is still under study. Here, by
combining structural lesions, pathway-specific optogenetic manipulations, and freely
moving electrophysiological recordings in freely moving rats, we studied cortico-
striatal interactions in the context of forelimb bilaterally coordinated movements. We
provide evidence indicating that bilateral actions are initiated by motor cortical
regions where intratelencephalic bilateral cortico-striatal projections (bcs-IT) recruit
the sensorimotor striatum to provide stability and duration to already commanded
bilateral movements. Furthermore, striatal spiking activity was correlated with
movement duration and kinematic parameters of the execution. Notoriously, bcs-IT
stimulation affected only the representation of movement duration but spared that of
kinematics. Our findings confirm the modular organization of information processing
in the striatum and its involvement in moment-to-moment movement control but not

initiation or selection.

Keywords: bimanual coordinated movements, bilateral cortico-striatal neurons,

dorsolateral striatum.

Vii



Resumen

El inicio y control del movimiento requiere de la actividad coordinada entre regiones
sensoriomotoras corticales y subcorticales. Sin embargo, la contribucion especifica
de esas vias y sus interacciones para el resultado final del movimiento aun no es
concluyente. En este proyecto combinamos lesiones estructurales, manipulaciones
optogenéticas de vias cortico-estriatales especificas y registros en libre movimiento
en ratas con el objetivo de estudiar las interacciones cortico-estriatales en el
contexto de movimientos bilateralmente coordinados de las patas delanteras.
Encontramos evidencia que indica que el movimiento bilateral se inicia en regiones
motoras corticales, donde las neuronas intratelencefalicas cortico-estriatales
reclutan al estriado sensoriomotor para proveer estabilidad y modular la duracion al
movimiento bimanual previamente iniciado. Ademas, la actividad estriatal de
neuronas unicas en el estriado dorsolateral correlaciona con la duracion del
movimiento bimanual y con parametros cinematicos de la ejecucion. Notablemente,
la estimulacion de las neuronas cortico-estriatales bilaterales incrementé la duracién
del movimiento bimanual, pero mantuvo intacta la representacion de los parametros
cinematicos de la ejecucion de la tarea. Estos hallazgos confirman el procesamiento
modular de informacion en el estriado y su rol para monitorear los movimientos

momento-a-momento pero no como selector de éstos.

Palabras clave: movimientos bimanualmente coordinados, neuronas cortico

estriatales bilaterales, estriado dorsolateral.
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Resumen grafico

Las neuronas cortico-estriatales bilaterales son indispensables
para coordinar los movimientos bimanuales y el estriado dorsolateral
modula los componentes unilaterales del movimiento
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Lista de abreviaturas

cc Cuerpo calloso

DA Dopamina

EDL Estriado dorsolateral

EDM Estriado dorsomedial

ET Neuronas extratelencefalicas
EV Estriado ventral

EYFP Proteina amarilla fluorescente (enhanced yellow fluorescent protein)

GB Ganglios basales

GPe Globo palido externo

GPi Globo palido interno

IDR Interneuronas de disparo rapido
IT Neuronas intratelencefalicas

M1 Corteza motora primaria

M2 Corteza motora secundaria

NEMs Neuronas espinosas medianas

NST Nucleo subtalamico
S1 Corteza somatosensorial primaria
SNpc Sustancia nigra pars compacta

SNpr Sustancia nigra pars reticulata



Lista de figuras
Figura 1. Esquema del modelo clasico de los GB en el cerebro de roedor-............. 4

Figura 2. Distribucién laminar de las neuronas excitadoras de proyeccion en
(0= To (0] == RSP 11

Figura 3. Densidad de proyecciones de regiones motoras y somatosensoriales.. 13

Figura 4. Caja de entrenamiento para la tarea de coordinacion bimanual y aparatos

para el registro CONAUCTUANL ............uuiiii e 21
Figura 5. Fase de moldeamiento en la tarea de coordinacion bimanual ............... 22
Figura 6. Trayectorias representativas y analisis del movimiento bimanual vy
0] 0= T = USSP 24
Figura 7. Esquema del protocolo de infecciones virales .............cccccovveeeieeeiennnnnnn, 26
Figura 8. Protocolos experimentales para el registro de actividad neuronal y
estimulacion optogenética en animales anestesiados y en libre movimiento........ 28
Figura 9. Parametros conductuales colectados durante registros en libre movimiento
.............................................................................................................................. 32
Figura 10. Curvas de aprendizaje en la tarea de coordinacién bimanual.............. 34

Figura 11. La lesion del estriado dorsolateral afecta el desempefio de la tarea de
coordinacion bimanual .............oooo i 36

Figura 12. La lesion unilateral del estriado dorsolateral afecta parametros de la
ejecucion unilateralMente.........oooo oo 37

Figura 13. La lesion unilateral en el EDL desestabiliza la ejecucién de la tarea de
coordinacion bimanual en animales sobre entrenados ..............ccccooeii 38

Figura 14. Lesiones unilaterales en M1 0 M2 no producen cambios en el aprendizaje
de la tarea coordinacidn bimanual...............ccoooiiiiiiii e, 40

Figura 15. La lesion unilateral de M2 en animales expertos (sobreentrenados) no
afecta el desempenio de la tarea de coordinacion bimanual ..............ccccccoceeennnne... 41

Figura 16. Estrategia para la estimulacién optogenética de las proyecciones
bilaterales cortico-estriatales de M2..............ooiiiiiii i, 43

Figura 17. La estimulacion unilateral de las proyecciones bilaterales de M2
incrementa la duracion del MOoVIMIENTO ........... .. 45

Figura 18. Activacion secuencial de la actividad del EDL durante los movimientos
bimanualmente coordinados. ...........oouuiiiiiiii s 47

Figura 19. La representacion cinematica en el EDL no se afecta por la estimulaciéon
de las proyecciones cortico-estriatales de M2..............coooiiiiiiii e, 49

Xi


file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668566
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668567
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668567
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668568
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668569
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668569
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668570
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668571
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668571
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668572
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668573
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668573
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668574
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668574
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668575
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668576
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668576
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668577
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668577
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668578
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668578
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668579
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668579
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668580
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668580
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668581
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668581
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668582
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668582
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668583
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668583
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668584
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668584

Figura 20. Las representaciones de la duracion del movimiento en el EDL son
afectadas por la estimulacion M2 .............coooiiiiiiii e 51

Figura 21. Representacion de la tarea de coordinacion bimanual en subpoblaciones
Lo L= It 3 54

Figura 22. La lesion unilateral del estriado dorsolateral afecta parametros de la
ejecucion unilateralmente............oooiii i 79

Figura 23. La representacion cinematica en el EDL no es afectada por la
estimulacion continua de M2-1T ... 80

Xii


file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668585
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668585
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668586
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668586
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668587
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668587
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668588
file:///C:/Users/AnaKarem/Dropbox/PhD_classes/Pimentel_BilateralCorticalProjections/Tesis/Pimentel-Farfan_PhD_Thesis.docx%23_Toc94668588

1. Introduccion

El estriado, el principal nucleo de entrada de los ganglios basales, es una estructura
bilateral en cuya porcion dorsolateral converge informacion somatosensorial y
motora. Existe evidencia que apoya la idea de que el estriado funciona como un
selector de acciones (Barnes et al., 2005; Jin & Costa, 2010; Martiros et al., 2018),
con base en la funcidén antagoénica de las vias de las neuronas principales en la
produccion del movimiento, y a que su actividad neuronal se incrementa al inicio y
al término de una secuencia de acciones. Por otro lado, se ha demostrado que el
estriado codifica parametros cinematicos de los movimientos como la velocidad, la
posicion, el espacio y el tiempo (Barter et al., 2015; Kim et al., 2019; Panigrahi et
al., 2015; Rueda-Orozco & Robbe, 2015), lo que implicaria que esta estructura es

capaz de monitorear y modular las acciones momento-a-momento.

Una estrategia que podria ser util para discernir si la funcion del estriado es
seleccionar, iniciar y terminar acciones, o modular momento-a-momento los
movimientos es a través del estudio de un movimiento bimanual que recluta una red
bilateral cortico-talamo-estriatal (Gooijers & Swinnen, 2014; Kraft et al., 2007;
Rueda-Delgado et al., 2014). A pesar de que la evidencia funcional indica que en el
estriado se encuentra actividad neuronal previa y posterior a la secuencia de
acciones (conocida en inglés como bracketing; Barnes et al., 2005; Jog et al., 1999;
Martiros et al., 2018), un movimiento que requiere el uso coordinado de los dos
efectores superiores (patas delanteras), necesitaria de la comunicacién entre las
dos estructuras que las comanden. No obstante, dada la anatomia estriatal,
podriamos inferir que la ejecucion de este movimiento no podria ser iniciada por el
estriado, debido a que no existen conexiones interhemisféricas entre estos. Sin
embargo, la corteza sensoriomotora envia densas proyecciones bilaterales con
informacion motora y somatosensorial (Reiner et al., 1988; Wall et al., 2013) que
podrian coordinar el inicio de la ejecucion del movimiento bimanual en ambos
estriados para que éstos a su vez provean de la modulacion cinematica necesaria

para la ejecucion exitosa del movimiento.



Para probar si la coordinacion del movimiento de los dos efectores superiores
es provista por la actividad de las proyecciones cortico-estriatales o si esta surge
unicamente en el estriado combinamos estrategias conductuales, lesiones y
manipulaciones optogenéticas con registros electrofisioldgicos de alta densidad en
animales anestesiados y en libre movimiento. Primero, disefiamos vy
estandarizamos una tarea de coordinacion bimanual para ratas, donde los animales
debian desplazar dos palancas independientes con cada una de sus patas y
mantenerlas presionadas por un tiempo determinado para conseguir un reforzador.
Con esta estrategia es posible evaluar el movimiento conjugado e independiente de
las patas delanteras con alta precision espaciotemporal. Después, evaluamos el
papel del estriado dorsolateral (EDL) en la ejecuciéon del movimiento bilateral de los
efectores superiores. Para ello realizamos lesiones unilaterales del EDL, de manera
tal que si estuviera comandando el inicio de la accion bimanual, la lesion unilateral
seria suficiente para afectar el inicio del movimiento y la ejecucion de ambas
extremidades. En estos experimentos encontramos que la lesion unilateral del EDL
disminuye la correlacion e incrementa la duracion del movimiento. El analisis
unilateral de la trayectoria de cada palanca reveld que la lesidon solo afecta el
movimiento unilateralmente. Lo cual disminuye la correlacion, incrementa la
variabilidad tanto en los tiempos de inicio y como las trayectorias a lo largo de los
ensayos, sin afectar a la otra pata. Dicho efecto indica que el EDL no estaria
implicado en el control de inicio de un movimiento bilateral pero si en la ejecucion.
Este efecto se encontré al danar el EDL antes y después de un entrenamiento
prolongado (>100 dias) (la lesién después del entrenamiento tuvo secuelas motoras
mas severas). El efecto de la lesién es exclusivo del estriado, dado que lesionar
unilateralmente la corteza antes o después del entrenamiento no afectd la ejecucién
de la tarea. Lo anterior confirma que una corteza funcional es suficiente para

coordinar la ejecucion del movimiento bilateral.

Posteriormente probamos si la manipulacion unilateral de la actividad
neuronas cortico-estriatales bilaterales (M2-IT) afectan el movimiento de ambas
patas delanteras. Encontramos que la estimulacién unilateral de las proyecciones

cortico-estriatales bilaterales M2-IT incrementa la correlacion del movimiento de las
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patas delanteras sélo en el 49% de las sesiones. Independientemente del efecto de
la estimulacion sobre la correlacion del movimiento bilateral, observamos un
incremento consistente en la duraciéon del movimiento de ambas patas para la
mayoria de las sesiones (89%). Cabe resaltar que la estimulacion unilateral de las
proyecciones M2-IT (independientemente del hemisferio estimulado) modifica la
actividad de un grupo de neuronas estriatales relacionadas con la duracion del
movimiento bimanual (22%, 172/780) sin modificar la actividad neuronal asociada a
la representacion cinematica del movimiento general durante la ejecucion de la tarea
(14%, 112/780). Estos datos aportan evidencia del papel del estriado como
procesador de la informacién a través de mddulos, que controla las variables

cinematicas del movimiento momento-a-momento, y no como selector de acciones.

2. Antecedentes

2.1 Anatomia de los ganglios basales

Los ganglios basales (GB) son un grupo de nucleos subcorticales bilaterales que se
encuentran altamente conservados en los mamiferos (Hagan et al., 2012;
Heilbronner et al.,, 2016). De hecho, presentan similitudes anatomicas y de
conectividad entre primates (humanos y no-humanos) y roedores (ratas y ratones),
los ultimos siendo modelos utilizados frecuentemente en investigacion basica. Los
GB se componen del nucleo estriado (caudado y putamen en primates), el globo
palido en su porcion externa (GPe) e interna (GPi), el nucleo subtalamico (NST) y
la sustancia nigra dividida en pars compacta (SNpc) y pars reticulata (SNpr). El
estriado es el principal nucleo de entrada de los GB, en ratas contiene 2.79 millones
de neuronas (Oorschot, 1996), de las cuales el 95% son neuronas de proyeccion
denominadas espinosas medianas (NEMs) que sintetizan acido gamma-
aminobutirico (GABA) y el resto son interneuronas colinérgicas o GABAérgicas
(Kreitzer, 2009; Tepper et al., 2010). Las NEMs se pueden distinguir por varios
marcadores moleculares, siendo el mas comun el tipo de receptor a dopamina (DA)
las neuronas de la via directa expresan el receptor de DA tipo 1 (NEMs-D1) y las
neuronas de la via indirecta expresan el receptor de DA tipo 2 (NEMs-D2) (Figura
1) (Albin et al., 1989; DeLong, 1990).



El modelo clasico de los GB propone que la via directa promueve el
movimiento mientras que la via indirecta lo reprime (Albin et al., 1989; Delong,
1990). En un escenario muy simplificado de la comunicaciéon entre los GB, al
activarse las NEMs-D1 (via directa), inhiben a la SNpr y al GPi, nucleos que en
condiciones basales tienen actividad tonica y mantienen inhibido al talamo motor, lo
que produce un mecanismo de desinhibicion talamica a través de la inhibicion que
las NEMs-D1 ejercen sobre la actividad tonica inhibitoria de los nucleos de salida,
lo que favorece movimiento (Figura 1A) (Albin et al., 1989; DeLong & Wichmann,
2009). Por otro lado, cuando las NEMs-D2 (via indirecta) se activan, inhiben al GPe
lo que a su vez desinhibe al NST; éste ultimo envia proyecciones excitadoras
(glutamatérgicas) hacia los nucleos de salida de los GB, y con ello, incrementa la
inhibicion sobre el talamo motor lo que resulta en la inhibicidn del movimiento
(Figura 1B).
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Figura 1. Esquema del modelo clasico de los GB en el cerebro de roedor
A) Via directa: las conexiones de las NEM-D1 dirigen sus proyecciones GABAérgicas (azul) directamente
a los nucleos de salida de los GB, el GPi y la SNr B) Via indirecta: las NEMs-D2 proyectan al GPe, y éste
al NST, quien a su vez envia proyecciones glutamatérgicas (rojo) a los nucleos de salida.

Estas hipotesis, que inicialmente fueron propuestas a partir de las
observaciones en condiciones patoldgicas (Enfermedad de Parkinson, EP) (Albin et
al., 1989; DeLong, 1990), han sido recientemente comprobadas con protocolos de
estimulacion optogenética de cada poblacién de NEMs. La estimulacion de la via
directa (NEM-D1) incrementa el movimiento mientras que la activacion de la via
indirecta (NEM-D2) lo inhibe (Kravitz et al., 2010). Desde esta perspectiva, la funcién

de las vias de los GB para la produccién del movimiento es antagdnica. Sin



embargo, otra evidencia muestra que ambas vias se activan concurrentemente

cuando el animal inicia una tarea operante (Cui et al., 2013).

Aunque la funcién de cada via estriatal en la ejecucion del movimiento aun
no es concluyente (Cui et al., 2013; Kupferschmidt et al., 2017), la identificacion de
regiones funcionales en el estriado nos da una idea del papel que juega este nucleo
en procesos cognitivos, emocionales y motores (Dudman & Krakauer, 2016;
Graybiel, 2008; Thorn et al., 2010). En el estriado convergen entradas excitadoras
(glutamatérgicas) de la corteza y del talamo (Doig et al., 2010; Dori et al., 1992;
Reiner et al., 2003). Las proyecciones corticales tienen una organizacion topografica
lo que permite dividir al estriado en regiones funcionales (Thorn et al., 2010) que
son: estriado ventral (EV), estriado dorsomedial (EDM) y estriado dorsolateral (EDL)
(Redgrave et al., 2010).

El EV, también conocido como limbico, tiene embebido al nucleo accumbens,
recibe proyecciones de las cortezas orbitofrontal y anterior del cingulo (red limbica),
el EDM o asociativo tiene aferencias de la corteza prefrontal y del area motora
suplementaria (AMS) (red asociativa); finalmente, el EDL o sensoriomotor posee las
terminales de las cortezas motoras y somatosensoriales (red sensoriomotora)
(Graybiel, 2008; Lanciego et al., 2012; Yin & Knowlton, 2006). Estas regiones
funcionales son relevantes en distintas fases del aprendizaje procedimental (Yin &
Knowlton, 2006).

2.1.1. El estriado en el aprendizaje procedimental
Los circuitos cortico-estriatales tienen una funcion fundamental para el control
motor, desde el aprendizaje de nuevos movimientos hasta que se convierten en
estereotipados y habituales, por ejemplo anudarse las agujetas o andar en bicicleta
(Graybiel, 2008; Yin & Knowlton, 2006). Durante la fase inicial del aprendizaje de un
habito motor, la conducta no es automatica y esta guiada por el reforzador (Balleine
& Dickinson, 1998). De la transicion entre una conducta guiada por el reforzador
(acciodn-resultado) y el habito, independiente del reforzador (estimulo-respuesta) se

reclutan distintas porciones del estriado (Yin & Knowlton, 2006).



En la fase inicial del aprendizaje de accién-resultado, el EV esta altamente
involucrado por su papel central en la codificaciéon la recompensa en tareas
operantes (Hernandez et al., 2002; Mohebi et al., 2019; Schultz, 2016). En esta fase,
se ejecutan movimientos aleatorios, y la convergencia de la sefalizacion cortical y
la dopaminérgica del nucleo accumbens en el estriado promueve la asignacion de
la valencia a los movimientos relevantes (Mohebi et al., 2019; Reynolds et al., 2001).
En la segunda fase, las acciones dejan de ser aleatorias gracias a la apropiada
asociacion entre las acciones motoras y sus consecuencias (contingencia entre la
conducta y su recompensa) (Balleine & Dickinson, 1998; Schultz, 2016). En la
tercera fase, el EDM es el que esta mas involucrado y facilita las acciones dirigidas
a objetivos (Kupferschmidt et al., 2017; Thorn et al., 2010; Vandaele et al., 2019; Yin
et al.,, 2009). En la cuarta fase, el EDM disminuye su actividad y el EDL esta
involucrado principalmente en la consolidacion de movimientos altamente
estereotipados y habituales (Graybiel, 2008; Lanciego et al., 2012; Yin & Knowlton,
2006). El papel diferencial de las porciones dorsales del estriado en distintas fases
del aprendizaje ha sido explicado por un lado por las proyecciones cortico-
estriatales que lo inervan (Kupferschmidt et al., 2017), por la distribucién anatdomica
(Matsuda et al., 2009) y por la forma de liberacién de neurotransmisor de las
terminales dopaminérgicas (Balleine et al., 2007; Hamid et al., 2021). Desde esta
perspectiva, durante el aprendizaje de un habito motor, en el estriado se desarrolla
un proceso secuencial que involucra a las distintas regiones funcionales, colocando
al EDL como el ultimo eslabdn encargado de ejecutar movimientos habituales,
altamente estereotipados e independientes de la presencia de la recompensa
(Redgrave et al., 2010; Smith & Graybiel, 2013).

En el EDL se pueden encontrar una gran variedad de representaciones tales
como: el inicio y el término de secuencias de acciones (Barnes et al., 2005; Jin &
Costa, 2010; Jog et al., 1999; Martiros et al., 2018), la codificacidon de la cinematica
de los movimientos (la velocidad, la posicion y el tiempo) (Bartholomew et al., 2016;
Hidalgo-Balbuena et al., 2019; Panigrahi et al., 2015; Rueda-Orozco & Robbe, 2015;
Sales-Carbonell et al., 2018) e informacion multisensorial o contextual relacionada
con el movimiento (Carelli & West, 1991; Hidalgo-Balbuena et al., 2019; Rueda-
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Orozco & Robbe, 2015; Shi et al., 2004; West et al., 1990). Dada la diversidad de
informacion que alberga, se requieren estrategias cada vez mas especificas para

entender mejor la funcién primordial de esta estructura.

2.1.2. Representaciones en el estriado dorsolateral: secuencias de acciones
y cinematica del movimiento

En el EDL se generan patrones de actividad neuronal durante la adquisicion de la
memoria procedimental (Barnes et al., 2005; Jog et al.,, 1999; Rueda-Orozco &
Robbe, 2015). El proceso para producir estos patrones requiere de la repeticion de
la secuencia de acciones en donde es indispensable tanto la precisién temporal
(Hidalgo-Balbuena et al., 2019) como el orden de los elementos (Yin, 2010), a partir
de fragmentos de movimientos se forman unidades de comportamiento que
conforman a la secuencia motora, proceso conocido como inglés como chunking
(Jin et al., 2014, Jin & Costa, 2015).

La principal caracteristica de esos patrones de actividad neuronal es delimitar
los bordes de la secuencia de acciones, los cuales se identifican por un incremento
de la tasa de disparo de las NEMs al inicio y al término de la secuencia motora,
independientemente de la unidad de comportamiento ejecutada (v.g. giro a la
derecha o a la izquierda en el laberinto en T, presionar palancas en distintas
secuencias) (Barnes et al., 2005; Jin & Costa, 2010; Jog et al., 1999; Martiros et al.,
2018). El porcentaje de neuronas que codifica el inicio/término de la secuencia de
acciones incrementa con el entrenamiento (Jog et al., 1999), lo que sugiere que el
EDL sufre cambios plasticos que le dan identidad a la secuencia entrenada. La
actividad neuronal de las NEMs inicialmente esta esparcida a lo largo de la duracién
de la tarea y, con el entrenamiento continuo, la actividad se focaliza unicamente al
inicio y al término, se desvanece durante el periodo de extincion y se reinstala con
el reentrenamiento (Barnes et al., 2005). Los cambios en la representacién neuronal
de la tarea en el EDL muestran la equivalencia de la conducta explorar-explotar, en
la primera fase del aprendizaje corresponde al ensayo y error, y la segunda fase al
aprendizaje exitoso donde se aprovecha la experiencia para maximizar el

reforzamiento (Barnes et al., 2005).



Este mismo patron de activacién de inicio/término de las NEMs en el EDL
(que ademas no depende de la expectativa de la recompensa) también se produce
en otras tareas como la presién secuencial de palancas (Martiros et al., 2018).
Inicialmente, se pensé que la disminucion de la tasa de disparo a la mitad del ensayo
en cada secuencia de acciones podria indicar que la actividad estriatal ya no era
necesaria; sin embargo, posteriormente se encontr6 que las interneuronas
GABAérgicas de disparo rapido (IDR) incrementan su tasa de disparo en los
periodos en que las NEMs estan inhibidas durante ese periodo del ensayo (Jin &
Costa, 2010; Martiros et al., 2018). La activacion alternada de estas poblaciones
neuronales ocurre unicamente en los ensayos correctos y, similar a lo reportado en
otros experimentos, es independiente de los movimientos que componen a la
secuencia (Jin & Costa, 2010; Martiros et al., 2018). Esto sugiere que las
poblaciones de interneuronas y neuronas principales del circuito estriatal

interactuan para la formacion de los limites que componen a una unidad conductual.

En experimentos donde la ejecucion del movimiento no fue finamente
monitoreada, no encontraron correlacion entre la actividad neuronal de las NEMs o
de las IDR con ningun parametro conductual (giro del cuerpo o presion de la
palanca) o cinematicos (velocidad, aceleracion o desaceleracion) (Barnes et al.,
2005; Jin & Costa, 2010; Jog et al., 1999; Martiros et al., 2018), lo que parece ser
un sesgo por el método utilizado y no por la ausencia de esas representaciones en
el EDL. Eso se demostr6 mas adelante en tareas donde la obtencion de la
recompensa depende de la precisidon en la ejecucion del movimiento y de la
modulacién de la aceleracion (v.g. una rata corre en una caminadora con un tiempo
meta fijo para obtener una recompensa). En la tasa de disparo de las NEMs se
pueden encontrar: 1) activacion secuencial de las neuronas a lo largo de la duracién
de todo el ensayo y 2) correlacion (positiva o negativa) con parametros de la
ejecucion del movimiento como la velocidad, la posicion y el tiempo. La
representacion de esas variables en la actividad neuronal se encontré en células
unicas, pero también se encontraron neuronas que codificaban distintas variables

simultdneamente (Rueda-Orozco & Robbe, 2015; Sales-Carbonell et al., 2018).



En otros experimentos se probd que el EDL tiene una representacion interna
de la distancia que guia la conducta de persecucion de un objeto en movimiento,
donde las IDR pueden representar la distancia entre la cabeza del animal y el blanco
a perseguir, mientras que las NEMs codifican la velocidad. Las IDR proyectan hacia
las NEMs por lo que regulan la actividad neuronal relacionada con la velocidad.
Ademas, las NEMs que codifican velocidad también codifican la direcciéon del

movimiento y otras variables cinematicas como la aceleracién (Kim et al., 2019).

Mas evidencia se ha sumado al papel del EDL como controlador de la
velocidad de los movimientos, donde la activacion con optogenética de poblaciones
especificas de las NEMs en el EDL producen cambios en la velocidad. Por ejemplo,
las NEMs-D1 al ser estimuladas optogenéticamente producen movimientos cuya
velocidad incrementa linealmente en funcion de la frecuencia de estimulacion
(Bartholomew et al., 2016). En otros experimentos, donde la estimulaciéon
optogenética de las NEMs-D1 o las NEMs-D2 se desencadena una vez iniciado el
movimiento (e.g., un ratén con cabeza fija mueve una palanca hacia adelante o
hacia atras) es suficiente para modificar (incrementar o disminuir) la velocidad
bidireccionalmente. Es decir: en movimientos rapidos, la estimulacion de las NEMs-
D1 los acelera y la activacion de las NEMs-D2 los enlentece; en movimientos lentos,
la estimulacion de las NEMs-D1 los hace mas lentos y la activacion de las NEMs-
D2 los hace rapidos (Yttri & Dudman, 2016). Por otro parte, en condiciones
patolégicas como en la Enfermedad de Parkinson (producida por la muerte
progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc), se puede encontrar que
estas neuronas pierden la representacion del vigor (velocidad o amplitud del
movimiento) (Panigrahi et al., 2015). Ademas, la contribucion de las aferencias
estriatales (corticales y talamicas) de caracter somatosensorial son indispensables
para el componente temporal de la ejecucién motora y, a diferencia de la evidencia
previa donde no encontraron actividad neuronal en el estriado que codificara
eventos distintos al inicio/término de la secuencia de acciones, a partir de la
actividad estriatal (y no de la cortical), se decodificé con precisidon una secuencia de
estimulos somaticos (Hidalgo-Balbuena et al., 2019).



Englobando la informacién, el EDL tiene una gran variedad de
representaciones, por un lado genera una plantilla de la accién para desencadenar
una secuencia de movimientos como una unidad conductual con un inicio y un fin
(independientemente de los movimientos que componen a la secuencia), produce
una reorganizacion de la respuesta neuronal de las redes estriatales dispuestas a
la adquisicion de nuevas habilidades motoras (Barnes et al., 2005; Jin & Costa,
2010; Jog et al., 1999; Martiros et al.,, 2018). Ademas, codifica parametros
cinematicos de movimiento propios y de objetos en movimiento (Hidalgo-Balbuena
etal.,, 2019; Kim et al., 2019; Rueda-Orozco & Robbe, 2015). Esto indica que el EDL
es un elemento importante en la modulacion de la ejecucidon y de la calidad de los

movimientos, cuyo comando podria provenir de las regiones corticales.

2.2. Aferencias cortico-estriatales

Dentro de la funcién del estriado en el aprendizaje descrito en el apartado previo,
las aferencias cortico-estriatales y talamo-estriatales juegan un papel fundamental.
El EDL recibe aferencias bilaterales de las cortezas motoras y somatosensoriales
(v.g. M1, M2, S1) (Alloway et al., 2010; Isomura et al., 2009; Reiner et al., 2003;
Soma et al., 2017) y unilaterales tanto de subpoblaciones corticales (Afsharpour,
1985; Brown & Hestrin, 2009; Harris & Shepherd, 2015; Johansson & Silberberg,
2020; Kawaguchi, 2017) como de nucleos talamicos que envian informacion
sensorial desde el nucleo ventro-posterolateral (VPL) y del ventro-posteromedial
(VMP) del tdlamo (Diaz-Hernandez et al., 2018; Erro et al., 2001, 2002; Hidalgo-
Balbuena et al., 2019; Rouiller & Welker, 2000). De acuerdo con los relevos
candnicamente descritos de la via somatosensorial, una vez que la informacion llega
a estos nucleos talamicos primarios, se envia a la corteza somatosensorial y
posteriormente al estriado; sin embargo, se ha demostrado que tanto el VPL como
el VPM proyectan directamente al EDL con latencias de respuesta similares a las
encontradas en la corteza (Erro et al., 2001, 2002; Hidalgo-Balbuena et al., 2019).
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Las neuronas corticales de proyeccion o células excitadoras constituyen el
80% o mas de las neuronas corticales, establecen sinapsis asimétricas
(glutamatérgicas) con las NEMs y pueden ser divididas de acuerdo con su
morfologia y distribucion en las seis capas corticales (Doig et al., 2010; Dori et al.,
1992; Reiner et al., 2003). Estas células se han clasificado en tres grandes grupos:
el primero comprende a las neuronas intratelencefalicas (IT), las cuales se
encuentran en las capas 2 a 6 y envian sus axones unicamente dentro del
telencéfalo (corteza, estriado, amigdala y claustro) y son las unicas que proyectan
al hemisferio contralateral (Carman et al., 1965; Reiner et al., 2003, 2010; Sohur et
al., 2014; Winnubst et al., 2019). El segundo grupo son las neuronas del tracto
piramidal o neuronas extratelencefalicas (ET) (Cowan & Wilson, 1994; Lévesque et
al., 1996), son neuronas piramidales de la capa 5B, las neuronas de esa lamina se
conectan con distintas regiones cerebrales como: el tronco encefalico (e.g., coliculo
superior, nucleo pedunculo pontino), la espina dorsal, el mesencéfalo, y también
tiene proyecciones ipsilaterales hacia la corteza, el estriado y el talamo motor.
Finalmente, las neuronas cortico-talamicas que se encuentran en la capa 6
proyectan unicamente al talamo (e.g. nucleo ventral lateral) (Harris & Shepherd,
2015; Rouiller & Welker, 2000).
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Figura 2. Distribucion laminar de las neuronas excitadoras de proyeccién en roedores.

Morfologia de las neuronas excitadoras de la corteza de barril. IT-Capa 4: los tres tipos morfolégicos de
neuronas IT en la capa 4: piramidales, piramidal estrellada y células espinosas esteladas, IT: neuronas
intratelencefalicas de las capas 2, 3, 5A/By 6. ET: neuronas extratelencefalicas de la capa 5B. CT: neuronas
cortico-talamicas de la ldmina 6. (Tomado y modificado de: Harris & Sheperd, 2015).

Las neuronas ET son neuronas de gran tamafio (18-19 um, diametro similar

en roedores y primates) que se encuentran principalmente en la capa 5b (80%) ,
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tienen una arborizacién prominente con una dendrita apical robusta y definida que
alcanza la capa 1 de la corteza (Gilman et al., 2017; Reiner et al., 2003), mientras
que las neuronas IT son neuronas mas pequenas (en roedores: 12-13 um y en
primates: 14-16 um), se alojan principalmente en las capas 3 (35%) y 5a (40%) de
la corteza, tienen dendritas apicales con una arborizacion fina y delgada que no
alcanza la capa 1 (Figura 2) (Harris & Shepherd, 2015; Jones et al., 1977; Lévesque
et al., 1996; Oswald et al., 2013; Reiner et al., 2003, 2010) .

Para los objetivos de este proyecto nos interesamos en las neuronas IT, que
aunque pueden ser encontradas en la mayoria de las capas corticales (de la capa
2 a la capa 6) (Figura 2), nos enfocaremos en las neuronas que se alojan
predominantemente en la capa 5, dado que es en esa capa donde encuentra mayor
proporcioén de neuronas IT en las cortezas motoras (e.g. M1 y M2) (Carman et al.,
1965; Hedreen, 1977; McGeorge & Faull, 1987; Reiner et al., 2003). Con un marcaje
anterégrado unilateral, se puede apreciar claramente que las proyecciones de las
neuronas IT viajan a través del cuerpo calloso y de la capsula interna, dejando sus
terminales en la porcién dorsolateral del estriado (Figura 3A) (Reiner et al., 2003,
2010; Sohur et al., 2014).

Las técnicas actuales permiten hacer reconstrucciones de células completas
y asi seguir sus procesos dendriticos y axonales, Lin y colaboradores (2018)
reconstruyeron en su totalidad seis neuronas IT de M2 de la capa 5, encontraron
que tienen el axén mas largo reportado hasta ahora (318.43 mm de longitud, aunque
se encontré un rango amplio). Las neuronas IT muestran distintos patrones de
conexién; es decir, algunas tienen proyecciones ipsilaterales mas prominentes que
las contralaterales. Ademas, a nivel de la comunicacion intra-cortical (en la corteza
motora primaria [M1], el area dorsal premotora y el area motora suplementaria
[AMS]) las neuronas del mismo tipo forman conexiones recurrentes con las
neuronas locales de su misma clase. Es decir, las neuronas IT se comunican con
otras neuronas IT e influyen sobre las neuronas ET, mientras que las neuronas ET
se comunican exclusivamente con neuronas de su mismo tipo (otras neuronas ET)
(Morishima & Kawaguchi, 2006), lo que nos permite hipotetizar que cada tipo celular

tiene funciones diferenciales en el movimiento.
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Las neuronas IT tienen propiedades electrofisiologicas distinguibles de otras
neuronas piramidales, tienen tasa de disparo baja (1.4 espigas por segundo), con
una forma de espiga similar a otras neuronas piramidales, pero con un ancho medio
(half-width) mas amplio (1.1-1.5 ms) y con una amplitud baja (68 mV), también
tienen una velocidad de conduccion lenta (~9 ms en respuesta antidromica a la
estimulacion del estriado contralateral) y un umbral para disparar potenciales de

accion alto (~35 mV). Su potencial de membrana basal presenta estados fluctuantes

periodicos (0.3-1.5 Hz) despolarizados e hiperpolarizados (Morishima et al., 2011;
Morishima & Kawaguchi, 2006; Oswald et al., 2013; Wilson, 1987).
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Figura 3. Densidad de proyecciones de regiones motoras y somatosensoriales
A) Imagen histologica del cerebro de un ratén que expresa la proteina verde fluorescente en las neuronas
cortico-estriatales. La inyeccion del vector viral fue unilateral en la corteza M2 y se observa la fluorescencia
a través del cuerpo calloso y bilateralmente en el estriado dorsolateral (Imagen tomada del Allen Brain Atlas:
Http://connectivity.brain.org). B) Proporcién de aferencias corticales en las dos poblaciones de las neuronas
principales del estriado (rojo: via directa, azul: via indirecta). (Tomado y modificado de Wall et al., 2013).
Note que las cortezas motoras y somatosensoriales son las que envian mayor numero de entradas al EDL.
La evidencia anatdmica indica que las neuronas corticales de proyeccion
tienen distintos patrones de conexion sobre las NEMs. A partir del uso de vectores
virales retrogrados, sin distinguir entre neuronas IT y ET, se encontré6 que las
proyecciones cortico-estriatales de la lamina 5 de M2 representan el ~53% de
entradas para las NEM-D1 y el ~58% para las NEM-D2, mientras que de M1
corresponde al ~75% de entradas paras las NEM-D1 y el ~77% para las NEM-D2
(Figura 3B) (Wall et al., 2013). Ademas, hay una distribucion diferencial de estas
proyecciones en el eje anteroposterior en el EDL, las proyecciones cortico-

estriatales que se conectan con las NEMs-D2 se encuentran en regiones mas
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anteriores (0.9 mm de Bregma), mientras que aquellas que interactuan con NEMs-

D1 se encuentran mas posteriores (0.6 mm de Bregma) (Wall et al., 2013).

Se ha mostrado que existe un fendmeno de convergencia en la informacion
cortico-estriatal en funcion del nimero de neuronas corticales y estriatales (razén
6:1, 17 millones de neuronas corticales para 2.8 millones de NEMs) (Oorschot,
1996). Las neuronas IT establecen contactos sinapticos principalmente con la
cabeza de las espinas de las NEMs (mas del 50%) y con algunas dendritas (Reiner
et al., 2010). En otros estudios, usando microscopia electronica, se ha encontrado
que las IT establecen sinapsis axo-espinosas principalmente con las NEMs-D1
(Deng et al., 2015). Los contactos sinapticos de las terminales de las neuronas IT
fueron mas comunes sobre las NEM-D1 y tuvieron un diametro menor (0.42 um,
comparados con las ET) (Lei et al., 2004). Por otro lado, la evidencia
electrofisiolégica en registros simultaneos de las NEMs de cada via (en
configuracion de célula completa), indica que la estimulacion optogenética de las
neuronas IT activa ambos tipos NEMs indistintamente (Baillon et al., 2008; Deng et
al., 2015; Kress et al., 2013). Por lo que los sesgos anatomicos encontrados no se

reproducen a nivel electrofisiolégico.

Se ha hipotetizado que las neuronas IT envian senales de planeaciéon motora
y de sensacidén hacia el estriado, mientras que la colateral de las neuronas ET
representan la copia eferente de los comandos motores, lo que podria contribuir al
mecanismo de retroalimentacion (feedback) para afinar los movimientos (Cowan &
Wilson, 1994; Turner & DelLong, 2000). Dadas las caracteristicas anatomicas de las
neuronas IT son excelentes candidatas para sincronizar la actividad estriatal

durante la ejecucion de un movimiento bilateral.

2.2.1. Interacciones cortico-estriatales
Una de las principales caracteristicas del EDL es la gran convergencia de
informacion somatosensorial y motora. Por lo que debemos abordar las funciones
descritas para la corteza y el estriado en interaccion para la produccion de
movimiento y el aprendizaje motor. Se ha sugerido que la corteza motora es

fundamental para el aprendizaje de nuevas secuencias motoras (Dudman &
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Krakauer, 2016; Kawai et al., 2015), donde la corteza funge como el tutor del
estriado; es decir, una vez que el movimiento se ha vuelto estereotipado se puede
prescindir de la corteza (Dhawale et al., 2021; Kawai et al., 2015) y la actividad
neuronal secuencial que codifica los parametros cinematicos de la ejecucion de la
tarea persiste (Dhawale et al., 2021; Rueda-Orozco & Robbe, 2015). Sin embargo,
en otro tipo de tareas, como en movimientos de alcance, una vez aprendida la tarea,
entre M1y el EDL emerge una actividad coordinada de baja frecuencia (medida con
el potencial local de campo) durante la ejecucion del movimiento grueso del brazo
(Lemke et al., 2019).

A pesar de que las neuronas IT son mas abundantes que las neuronas ET y
son capaces de comunicar ambos hemisferios (Harris & Shepherd, 2015), su
estudio especifico en el control motor ha sido escaso. En experimentos donde se
han utilizado técnicas optogenéticas que permiten la manipulacion especifica de
grupos de neuronas, se ha encontrado que la actividad de las neuronas IT tienen
mayor correlacion con la amplitud del movimiento de las patas delanteras en
ratones, corroborado por la disminucién de la amplitud tras su inhibicion, mientras
que actividad de las ET representan la direcciéon del movimiento de los movimientos
(Park et al., 2019). Por lo que su funcion especifica en la produccién y coordinacién

de los movimientos aun esta por dilucidarse.

2.2.2. Redes neuronales de los movimientos bimanuales

Los movimientos bimanuales requieren el uso coordinado de las dos manos con un
acople espaciotemporal preciso (Rueda-Delgado et al., 2014; Swinnen et al., 1988)
En humanos, se ha mostrado que los movimientos bimanuales reclutan una red
funcional que incluye regiones asociadas al control y la planeacién motora como: el
area motora suplementaria (Kraft et al, 2007; Wu et al., 2010), la corteza motora
primaria (M1, Kraft et al, 2007), la corteza premotora (Smith & Staines, 2006), el
putamen (principal nucleo de entrada de los ganglios basales, parte del estriado en
roedores) (Debare et al., 2003; Kraft et al, 2007) y el cerebelo (Kraft et al, 2007).

El area motora suplementaria (AMS) fue la primera estructura asociada con

la coordinacion bimanual. Fue descrito por Luria (1966) en pacientes que
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presentaban lesiones en la regién frontal o frontal-medial del cerebro (donde se
encuentra el AMS), esos pacientes tenian problemas para realizar dos tareas
distintas con cada mano o alteracion de la coordinacion entre estas (Wiesendanger
et al., 1994). Experimentos mas recientes en humanos mediante estrategias no
invasivas, muestran que la ejecucion de los movimientos bimanuales induce un
incremento de la sefial hemodinamica en el AMS (Kraft et al, 2007; Wu et al., 2010).
En modelos animales (primates no humanos y roedores) se ha mostrado que las
regiones corticales motoras (M1, M2) tienen actividad diferencial cuando se realizan
movimientos bimanuales (comparada con la actividad producida en los
unimanuales) (Donchin et al., 1998; Kazennikov et al., 1999; Soma et al., 2017; Taniji
et al.,, 1988). Ademas, en esta regiones corticales ocurre la codificacion de
parametros cinematicos de los movimientos bimanuales, y la direccidén preferente

de los mismos (Georgopoulos et al., 1986; Georgopoulos & Carpenter, 2015).

Las cortezas M1 y M2 poseen a las neuronas IT cuyas caracteristicas
anatémicas y funcionales les permiten coordinar las estructuras que comparten sus
aferencias en ambos hemisferios, en estas cortezas se puede encontrar tipos de
respuesta relacionados con movimientos bimanuales y unimanuales (Soma et al.,
2017). Por ejemplo, las neuronas de M1 tienen mayor representacion del
movimiento contralateral que las neuronas de M2. Especificamente, las neuronas
IT tanto de M1 como de M2 tienen una gran proporcidén de neuronas con codificacion
bilateral (M1-IT, 44%; M2-IT, 58%) (Soma et al., 2017). El movimiento rapido y
sostenido de una palanca en ratas desencadena respuestas neuronales fasicas
lateralizadas al hemisferio contralateral al movimiento, y respuestas neuronales
ténicas sin preferencia en la lateralidad, lo que indica que las neuronas M2-IT
controlan los movimientos contralaterales e ipsilaterales de forma
contrabalanceada, mientras que las neuronas M1-ET controlan preferentemente los
movimientos contralaterales como la salida final (Isomura et al., 2009; Soma et al.,
2017). Ademas, estas areas estan interconectadas a nivel cortical y se ha mostrado
que la estimulacion de M2 (area frontal de la pata delantera) tiene efectos que

facilitan de la actividad de las neuronas M1 (area caudal de la pata delantera) y el
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movimiento (Touvykine et al., 2020) por lo que la coordinacién bimanual podria ser

el resultado de la interaccion interhemisférica entre M2 y M1 hacia el EDL.

3. Justificacion

La coordinacion bimanual es necesaria para una gran variedad de los movimientos
que realizamos diariamente, su desempefio exitoso requiere del acople
espaciotemporal de los efectores superiores. Este acople necesita de estructuras
cerebrales que funcionen en conjunto para minimizar la variabilidad de los
movimientos de cada efector. A pesar del gran interés cientifico por entender los
mecanismos neuronales que subyacen a la coordinacion de los miembros
superiores, la base fisiolégica de los movimientos aun es inconclusa. Una de las
razones se debe a que la investigacion se ha centrado en evaluar esta clase de
tareas en primates no-humanos y humanos, donde la manipulacién de poblaciones
especificas de neuronas dentro de los circuitos implicados es limitada o imposible.
Por esta razdn, para este proyecto se propuso utilizar un modelo animal en roedores
cuya versatilidad permitiera evaluar cuantitativamente y con precision
espaciotemporal a los movimientos bimanuales, ademas explorar aquellas
estructuras cerebrales que participan en su coordinacién y la modificacion de la
circuiteria neural durante el aprendizaje de la tarea. Se comenzd con la diseccidon
de la red neural de la coordinaciéon bimanual, evaluando la participacion del EDL
dada su relevante distribucion anatdomica para recibir e integrar informacion bilateral
que podrian ser indispensable para la ejecucién de movimientos bimanualmente
coordinados. Posteriormente, se manipulé a las neuronas cortico-estriatales

bilaterales y se evalud su participacion especifica en este tipo de movimientos.

4. Planteamiento del problema, hipotesis y objetivos

La evidencia electrofisioldgica indica que en el EDL existen representaciones tanto
de seleccion, inicio y término de secuencias de acciones, como de parametros
cinematicos del movimiento. Mientras que la evidencia anatdmica muestra que no
existen conexiones interhemisféricas estriado-estriado, por lo que el mecanismo
probable por el cual ambos estriados podrian sincronizarse para iniciar un

movimiento bimanualmente coordinado seria a través de las proyecciones cortico-

17



estriatales bilaterales que recibe de cortezas sensoriomotoras, (especialmente M2-

EDL).

Por lo tanto, se plantearon las siguientes preguntas:

¢ EI EDL participa en la codificacién de parametros cinematicos o en el inicio-
término de los movimientos bimanuales?
¢,El EDL requerira del comando de regiones corticales en el circuito motor

como la corteza M2 para coordinar la salida de los efectores superiores?

Hipotesis:

La lesion unilateral del estriado dorsolateral afectara parametros cinematicos
del movimiento bimanual sin modificar el inicio.

La estimulacion unilateral de las proyecciones cortico-estriatales bilaterales
de M2 tendra un efecto bilateral en el movimiento.

La estimulacion unilateral de las proyecciones cortico-estriatales bilaterales

de M2 reclutara diferentes poblaciones neuronales en el estriado.

Objetivo general

Evaluar el papel del estriado dorsolateral y de las proyecciones cortico-
estriatales bilaterales en la seleccion y ejecucion de acciones bilateralmente

coordinadas.

Objetivos particulares

Disenar y estandarizar una tarea de coordinacion bimanual para ratas.
Lesionar unilateralmente el estriado dorsolateral y evaluar su efecto en el
movimiento bimanual.

Manipular optogenéticamente la actividad neuronal de las proyecciones
cortico-estriatales bilaterales (M2-IT) durante la ejecucién de la tarea de
coordinacion bimanual.

Registrar la actividad de las neuronas del EDL durante la estimulacién
optogenética de las proyecciones M2-IT y la ejecucion de la tarea de

coordinacion bimanual.
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¢ Diferenciar la participacion de las distintas poblaciones neuronales del EDL
durante la ejecucion de la tarea y su respuesta ante la estimulacion de las

neuronas M2-IT.

5. Métodos

Los experimentos fueron aprobados por el comité de Bioética Animal del Instituto
de Neurobiologia (INB) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) y
conforme a los principios de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (National Institutes of Health, NIH). Se realizaron todos los esfuerzos
para minimizar el numero de animales utilizados y para evitar su sufrimiento
innecesario. Las coordenadas estereotaxicas se calcularon basados en los atlas de
Paxinos y Watson o de L.W. Swanson y se reportan en milimetros con respecto a

bregma.

5.1.Animales
Animales. Se utilizaron 75 ratas Long-Evans para el desarrollo de este proyecto.
Los animales fueron alojados en el bioterio satélite dentro del laboratorio A02 del
Instituto de Neurobiologia en cajas-habitacién con temperatura (23°C) y humedad
(66%) estables bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 h (luz de 8-20 h). Los
animales tuvieron acceso libre de agua, alimento y fueron supervisados
constantemente por personal especializado del Instituto de Neurobiologia. Todos
los experimentos se llevaron a cabo durante la fase luminica del ciclo luz-oscuridad.
Sesenta y tres ratas macho (300-650 g) fueron entrenadas en la tarea de
coordinacion bimanual. Estos animales fueron sometidos a un protocolo de
restriccion de liquidos en el cual solamente consumian agua durante la sesién de
entrenamiento (20-30 ml en 40-60 min, una sesion por dia). El peso de los animales
fue monitoreado diariamente y se mantuvo por arriba del 85% del peso previo al
inicio de la restriccion. En caso de que los animales no consumieran la porcion de
agua correspondiente durante el entrenamiento, tuvieron acceso a agua durante un
periodo breve posterior a éste. Los animales fueron entrenados 6 dias por semana
con 24 h de acceso libre a agua en el séptimo dia. Los animales fueron asignados

a los siguientes grupos: control entrenamiento corto (n=22), control entrenamiento
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largo (n=17), lesion del EDL unilateral (n=8) o bilateral (n=6), lesion unilateral de M1
(n=4) o de M2 (n=6) antes del entrenamiento. Seis animales del protocolo largo
fueron lesionados unilateralmente en el EDL y cinco animales del protocolo corto
fueron lesionados en M2 después del entrenamiento, cinco animales del protocolo
corto fueron utilizados para los experimentos de optogenética. Cuatro animales bien
entrenados fueron usados para los experimentos de optogenética y registrados en
libre movimiento durante la ejecucion de la tarea. Siete ratas fueron usadas para los
registros en el protocolo de animal anestesiado (3 hembras y 1 macho) registro en
el EDL y estimulacidon en la corteza M2 contralateral y las restantes (3 hembras)
fueron utilizadas para los registros en M2 y la estimulacion directa en el sitio de

registro.

5.2. Modelo conductual y aparato de entrenamiento
Aparato. Se disefid una caja de entrenamiento y se estandarizé un modelo
conductual. Para la caja se utilizaron perfiles de aluminio y acrilico transparente
(50x50x50 cm). En la pared frontal se colocé en el centro un bebedero con una luz
verde sobre de él y a 8 cm de cada lado se coloco un par de palancas de acero
inoxidable que sobresalen 5 cm de la pared y sobre ellas una luz blanca, cada par

de palancas esta a 10 cm del piso y a 3 cm de distancia entre ellas (Figura 4A-B).

Cada palanca de acero inoxidable fue acoplada a una tarjeta de conversion
analogico-digital para registrar la posicion en los ejes X-Y (Figura 4A). La senal de
voltaje de las palancas y del reforzador (LED verde) fue digitalizada y almacenada
a 250 Hz a través de una tarjeta de National Instruments (NI PXle-6363) y de rutinas
de LabView hechas en el laboratorio (Figura 4C-D). Cada ensayo correcto fue
reforzado con una gota de agua (~90 ul) entregada en el bebedero y liberada a

través de una valvula solenoide.
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Figura 4. Caja de entrenamiento para la tarea de coordinaciéon bimanual y aparatos para el registro
conductual

A) Panel izquierdo: palancas de acero inoxidable acopladas a una tarjeta de conversién analdgico-digital.
Panel derecho: palancas instaladas en la pared desmontable. B) Caja de entrenamiento para la tarea de
coordinacion bimanual, se indica el sitio de las palancas, los LEDs y el bebedero. Las medidas fueron
calculadas en funcion de la anatomia de la rata adulta. C) Tarjetas de National Instruments para la
adquisicion de la conducta. D) Software disefiado especificamente para esta tarea en el ambiente de
programacion Labview para manipular y almacenar las variables de la tarea.

5.2.1. Tarea de coordinacion bimanual

Los animales fueron entrenados para sujetar ambas palancas (una con cada pata)
y desplazarlas simultaneamente en el gje vertical (Y) al menos 2.6 cm por un tiempo
fijo determinado previamente (50, 500, 750 ms). Los ensayos fueron auto-iniciados,
y no hubo tiempo limite para obtener el reforzador. La luz blanca sobre las palancas
indicaba la disponibilidad del set de palancas para realizar un ensayo; la luz verde
(1 seg) encendia cuando se habia cumplido la regla espaciotemporal (ensayo
correcto) y la recompensa estaba disponible. Durante ese momento, la luz blanca
permanecié apagada por 800 ms, la rata no podia obtener otro reforzador hasta
terminado ese periodo. Entre cada ensayo, los animales debian soltar las palancas
por al menos un segundo previo al inicio de un nuevo ensayo. En una sesion de
entrenamiento las ratas realizan entre 200 y 300 ensayos y beben entre 18 y 27 ml

de agua.
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5.2.2. Moldeamiento
Para la adquisiciéon de una nueva habilidad motora se requiere de un periodo de
entrenamiento donde las reglas necesarias para alcanzar la conducta meta se
establecen. Esta fase se conoce como moldeamiento (Domjan, 2010), requiere de
la supervision del experimentador y se implementd mediante un esquema de

aproximaciones sucesivas.
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Figura 5. Fase de moldeamiento en la tarea de coordinacion bimanual

A) Primer dia de moldeamiento, el animal tiene que asociar la luz verde con la entrega de la recompensa
(gota de agua). B) El animal tiene que aprender que solo recibira reforzador cuando se acerque a la zona
de las palancas, toque o desplace alguna. C) El animal recibira el reforzador Unicamente si desplaza ambas
palancas verticalmente hasta alcanzar el umbral espacial (2.6 cm) y el umbral temporal (50 ms). D)
Porcentaje de ensayos de un animal representativo guiados por el investigador (azul claro) y auto iniciados
(azul oscuro). E) Porcentaje de ensayos autoiniciados realizados con la pata izquierda (verde), derecha
(coral) o bimanuales (gris). F) Numero de ensayos realizados durante la fase de moldeamiento. G)
Progresion de la fase de moldeamiento del grupo de animales control del protocolo largo.

Las ratas fueron expuestas a la caja de entrenamiento (40 min) un dia antes
del inicio de la restriccién de agua. Durante la siguiente sesion, las ratas fueron
entrenadas para obtener un reforzador (gota de agua ~90 ul) cuando se
aproximaban al bebedero (ensayos moldeados) (Figura 5A y D). En sesiones
subsecuentes, los animales aprendieron a obtener el reforzador por acercarse a la
zona de las palancas, tocar o desplazar cualquier palanca (>0.1 cm) (Figura 5B). En
general, los animales tardaron entre una y tres sesiones a presionar cualquier
palanca (ensayos auto-iniciados) (Figura 5B-G). Después los animales aprendieron

a desplazar las palancas simultaneamente (ensayos bimanuales) (Figura 5D-G),
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con un incremento progresivo del umbral vertical hasta alcanzar el umbral espacial
meta (2.6 cm) (Figura 5C-G), aprender esto les tomd entre cuatro y seis dias. Una
vez conseguido ese paso, se fijo el tiempo de mantenimiento (50 ms) y se concluyo
con la fase de moldeamiento (Figura 5G). El periodo de moldeamiento requirié entre
cuatro y siete dias, tanto para los animales control, como para los animales
lesionados. A partir del dia siguiente del término de la fase de moldeamiento, se
evaluo la curva de aprendizaje de la ejecucion del movimiento bimanual que se

muestra en la seccion de resultados.

5.2.3. Analisis de las trayectorias
Las mediciones conductuales fueron calculadas a partir de los valores crudos de la
posicion de las palancas utilizando rutinas de Matlab elaboradas especificamente
para ese proposito (Figura 6A). Se segmentaron los primeros 100 pares de
trayectorias del cambio de posicidn de cada palanca 4 seg antes y 2 seg después
de la entrega de la recompensa de los primeros 100 ensayos reforzados (Figura 6B,
izquierda). La correlacion bilateral fue calculada a partir del coeficiente de
correlacion de Pearson entre la trayectoria de la palanca derecha e izquierda (Figura
6B, derecha). Qué pata toca primero cada palanca fue calculado como la diferencia
en ms entre el tiempo de inicio de movimiento de la palanca izquierda y la palanca
derecha, el valor negativo indica que inicié con la pata derecha y el valor positivo
con pata izquierda. La sincronia del movimiento bilateral (BOS) se definié como la
diferencia absoluta de tiempo entre el inicio del desplazamiento de una pata contra
la otra en el movimiento reforzado (Figura 6B, derecha). La variabilidad (rango
intercuartilar) del BOS a lo largo de la sesion fue definida como BMOV. La duracién
del movimiento se defini6 como el tiempo que las palancas permanecen
presionadas por debajo del umbral vertical (>2.6 cm) después de que se entregd el
reforzador, se obtuvo individualmente para cada palanca y se promedi6 (Figura 6B,
derecha). El esfuerzo se definié como el tiempo (promedio de cada pata) que las
palancas permanecieron presionadas por debajo del umbral vertical para obtener la
recompensa en cada ensayo (Figura 6A, recuadro punteado). La velocidad se
calculé como la diferencia instantanea en la posicién en bines de 4 ms, se obtuvo el

valor maximo para cada trayectoria y se promedio.
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Figura 6. Trayectorias representativas y analisis del movimiento bimanual y unimanual

A) Trayectorias del cambio de posicion de cada palanca que representan movimiento cada pata, se
muestran 13 ensayos consecutivos en 1 min. La linea negra punteada representa el momento en que el
reforzador esta disponible en el bebedero simultaneo al encendido de la luz verde, indicando que se cumplié
la regla espaciotemporal. El rectangulo con lineas punteadas indica un ensayo con mas de un intento para
conseguir una recompensa. B) Analisis bilateral de las trayectorias separadas en pares alineadas al tiempo
de disponibilidad del reforzador (izquierda), se muestran los valores promedio de correlacion, de sincronia
del movimiento bilateral (BOS), la variabilidad del BOS en la sesién (BMOV), la duracién del movimiento y
el esfuerzo de los primeros 100 ensayos de una sesién representativa de un animal control. C) Lo mismo
mostrado en B para el analisis unimanual de las trayectorias. El recuadro se muestra los primeros 100
ensayos realizados por cada pata (verde: izquierda y coral: derecha).

Para las mediciones unilaterales, se seleccionaron y se separaron las
primeras 100 trayectorias de cada palanca (izquierda y derecha). Se calculd la
correlacion (Pearson) para todos los pares posibles de trayectorias de cada palanca
y se obtuvo la mediana por sesion, se calculé la variabilidad promedio de las
trayectorias, y la variabilidad de los tiempos de inicio del movimiento (UMOV), para
lo cual primero se obtuvo el rango intercuartilar del tiempo de inicio de movimiento
ensayo-por-ensayo. La duracién del movimiento unimanual se calculé a partir del
tiempo que la palanca permanecio presionada después de la entrega del reforzador
(Figura 6C). A partir del valor promedio de correlacion de los ensayos unilaterales
se definié a la mejor pata como aquella con mayores valores de correlacidén ensayo-

con-ensayo (Figura 6C verde) y la otra como la peor pata (Figura 6C coral).
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5.3.Lesiones

5.3.1. Lesiones farmacoldgicas y cuantificacion de las lesiones
Los procedimientos quirurgicos fueron realizados bajo anestesia profunda inducida
con Ketamina/Xilacina (85/5 mg/kg) y mantenida con sevofluorano (0.5-2 %) en
casos necesarios. Las lesiones se realizaron con la infusion de NMDA (Sigma, 200
mM en solucion salina esterilizada; 1 pl en cada inyeccion) unilateral o
bilateralmente en el EDL (AP=0.6; ML=3.5; DV=4.4), unilateral o bilateralmente en
M2 (AP=3.5; ML=%1.9; DV=1.3) o en M1 (AP=1; ML=2.4; DV=1.4). Todas las
coordenadas estereotaxicas estan reportadas en milimetros con respecto a Bregma

de acuerdo con el atlas.

5.3.2. Imagen por resonancia magnética
Las lesiones fueron evaluadas mediante imagenes por resonancia magnética (IRM)
bajo anestesia profunda con la misma dosis de Ketamina/Xilacina utilizada para las
cirugias. Las IRM fueron adquiridas con un escaner de 7T Bruker Pharmascan 70/16
Us (Bruker, Ettlingen, Alemania). Se obtuvieron volumenes anatémicos T2 de alta
resolucion usando una adquisicidon rapida de eco de espin con secuencia de ecos
reenfocados (Turbo RARE) con los siguientes parametros: tiempo de repeticién=2,
campo visual=18x20 mm?, dimension de la matriz 144x160, grosor de la

rebanada=0.5 mm, resolucion de voxel=0.8x0.8x0.5 mm3.

5.3.3. Procesamiento de IRM T2
Para cuantificar el tamano de las lesiones, las imagenes T2 fueron procesadas
usando una rutina personalizada para incrementar el contraste. Los volumenes IRM
T2 fueron reorientados a un espacio estandar, se le aplicoé un filtro de medias no
local 3-D optimizado seguido de una normalizacién de la intensidad no uniforme
para la correccién del sesgo en el campo. Finalmente, con el programa libre ITK
Snap se segmentd manualmente el area lesionada y se obtuvo la mascara binaria
para cada regién de interés (DLS, M1, M2). El limite de la lesion fue definido como
el cambio de la intensidad del véxel comparado con el hemisferio contralateral o con

una regién no lesionada.
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5.4. Optogenética
5.4.1. Virus retrogrados
Todos los virus fueron obtenidos de Addgene (Watertown, Massachusetts, Estados
Unidos de América). Para los experimentos de estimulacion de las neuronas IT, los
animales recibieron una inyeccién de 1 ul en cada EDL (AP=0.6, ML=13.5, DV=-
4.4). Las inyecciones fueron separadas por al menos un mes para asegurar la
expresion de la proteina. Primero se inyectd el virus retrogrado AAV-pgk-Cre para
inducir la expresion de la proteina CRE recombinasa bajo el promotor de la proteina
fosfoglicerato cinasa en un estriado, este virus fue donado por Patrick Aebischer
(Addgene plasmid #24593; http://n2t.net/addgene:24593; RRID: Addgene 24593).

Una vez cumplido el mes, inyectamos el virus retrogrado pAAV-EF 1a-doublefloxed-

hChR2(H134R)-EYFP en el estriado contralateral a la primera inyeccion, este virus
fue donado por  Karl Deisseroth (Addgene plasmid  #20298;
http://n2t.net/addgene:20298; RRID: Addgene 20298) (Figura 7). Al concluir los

experimentos conductuales los animales fueron sacrificados y el cerebro fue

extraido para su procesamiento histoldgico.

M2

€
@ —

retro-ChR2
pAAV-EF 1a-doublefloxed-hChR2(H134R)-EYFP

Figura 7. Esquema del protocolo de infecciones virales

En el panel izquierdo se muestra el esquema de la primera cirugia, donde se inyecta unilateralmente en el
EDL un virus que inducira retrogradamente la expresidon de la proteina Cre-recombinasa en todas las
neuronas que proyecten a ese estriado. En el panel central se ejemplifica la segunda cirugia, que se lleva
a cabo un mes después de la primera, donde se inyecta un virus que reconocera a las neuronas que
expresan la proteina Cre-recombinasa y en esas expresara la canal rodopsina 2, por lo que su blanco son
exclusivamente las neuronas con proyecciones bilaterales. En el panel derecho se muestra el ejemplo de
la tercera cirugia, esta puede ser exclusivamente para implantar fibras &pticas para estimulacion
optogenética o incluir la colocacién de sondas de silicio para registros agudos o crénicos de la actividad
neuronas cortical y estriatal.

5.4.2. Manipulaciones optogenéticas
La estimulacion optica fue realizada unilateralmente. Para los experimentos de

animal anestesiado, se utilizaron dos protocolos de estimulacién: 1) 50 trenes de 5
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estimulos cada uno (duracion del estimulo: 5 ms, frecuencia: 3.3 Hz, intervalo inter-
tren: 5 seg) y 2) 50 estimulos de 500 ms cada 5 seg con la potencia maxima de
estimulacion (~24.9 mW) (Figura 8A). Para los experimentos conductuales, se utilizd
un rango minimo de intensidad de estimulacion (0.3 a 1 mW), los animales no
trabajaban adecuadamente con intensidades mayores a 1.2 mW. La estimulacion
pasiva no produjo ningun movimiento perceptible de ninguna parte del cuerpo. En
la mayoria de las sesiones, la estimulacion era iniciada cuando el animal desplazaba
cualquiera de las palancas al menos 0.1 mm y se detuvo cuando se entregd el
reforzador (una vez que el animal habia cumplido con el tiempo de mantenimiento
de 750 ms) (Figura 8B superior). En esta condicién se estimularon el 50% de los
ensayos aleatoriamente. En otras sesiones, se utilizé un protocolo por “bloques”
donde el LED se encendié por periodos de 30 seg de estimulacién continua
alternados por periodos de 30 seg sin estimulacion (Figura 8B inferior). Todos los
instrumentos para estimulacion optogenética fueron obtenidos de Plexon,
incluyendo los drivers PlexBright LD-1 de un canal, los modulos de LED PlexBright
(azul, 465 nm), los conmutadores PlexBright Dual LED, los cables para fibras

opticas y las fibras Opticas para implantar.

5.5. Electrofisiologia

5.5.1. Registros agudos en animal anestesiado
Los animales fueron anestesiados con uretano (1 g/kg) y fueron montados en un
esterotaxico, en caso necesario, se proporcionaron dosis extra de uretano (0.15
g/kg) durante el registro. Los registros con arreglos de microelectrodos, conocidos
como sondas de silicio (silicon probes, Neuronexus, Buszaki-64), fueron realizados
a través de una craneotomia (1.4 mm x 2.5 mm) centrada en 0.6 mm anterior y 3.7
lateral a Bregma. La sonda de silicio fue tefida en la parte posterior a los electrodos
con el colorante fluorescente Dil (1%, Sigma) para la confirmacion histologica del

sitio de registro.
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Figura 8. Protocolos experimentales para el registro de actividad neuronal y estimulacion optogenética en
animales anestesiados y en libre movimiento
A) Protocolos de estimulacion éptica, 50 ensayos de trenes de 5 estimulos de 5 ms a 3.3 Hz (superior) y 50
ensayos de un estimulo Unico de 500 ms (inferior). B) Protocolos de estimulacion optica durante la ejecucion
de la tarea de coordinacion bimanual, en la parte superior se muestra la estimulacion al toque, que requiere
que el animal desplace cualquier palanca (izquierda o derecha) al menos 0.1 mm en el eje vertical. En la

parte inferior se muestra la estimulacién en bloques, donde la luz transitaba en periodos de encendido y
apagado de 30 s independientemente de la conducta del animal.

Para los registros en animal anestesiado se colocé una fibra 6ptica (200 um)
en la corteza M2 (AP=3.5; ML=1.9; DV=1.3) contralateral al sitio de registro (n=2
ratas) y se realizdé una craneotomia en el EDL para colocar una sonda de silicio
previamente tefiida. La sonda de silicio se colocé en el centro de la craneotomia, y
se bajé lentamente hasta llegar a la profundidad deseada en el EDL. En otro grupo
experimental, se realiz6 la craneotomia en M2 (1.5 mm x 2.4 mm) centrada en 3.5
mm anterior y 1.9 lateral con respecto a Bregma (n=3 ratas) y se coloco la fibra
Optica directamente en el sitio de registro. Para los experimentos de optogenética
en animales en libre movimiento, se implantaron dos de fibras épticas en M2 (una
en cada hemisferio) y se fijé la sonda de silicio (los detalles de la cirugia se explican
en la siguiente seccion). Los registros se realizaron sobre la region de la pata
delantera en S1 (0.8-1.6 mm de profundidad) y en el EDL (3.5-4.5 mm de

profundidad). En cada animal se realizaron de dos a tres registros en S1y de tres a
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cinco en el estriado con al menos 250 um de profundidad entre ellas.
Inmediatamente después de los experimentos, los animales fueron eutanizados con
una dosis letal de pentobarbital soédico y perfundidos transcardialmente, los
cerebros fueron extraidos y alojados en paraformaldehido al 4%, y procesados para

histologia.

5.5.2. Implantes y registros cronicos de animales en libre movimiento
Cuatro animales bien entrenados fueron usados para estos experimentos. Los
animales fueron previamente transfectados con ambos virus para estimular
especificamente las proyecciones cortico-estriatales (vea seccién de Virus
retrogrados). Al menos un mes después de la ultima cirugia de transfeccion (Figura
7), los animales fueron anestesiados profundamente con sevofluorano, se realizé
una craneotomia (1.4 mm x 2.5 mm centrada a 0.6 mm anterior y 3.7 lateral a
bregma) y una durotomia, se implanté una sonda de silicio de 64 canales acoplada
a un micromanipulador en el area de la pata delantera de S1 sobre el EDL. Dos
tornillos miniatura fueron implantados sobre el cerebelo y sirvieron como tierra y
referencia. En la misma cirugia, se colocaron dos fibras dpticas sobre M2 (AP=3.5;
ML=1.9; DV= 1.3). ElI micromanipulador, el conector y las fibras épticas fueron
fijadas con cemento (C&B Metabond) y acrilico dental (Meliodent). Después de la
cirugia se administré un analgésico profilactico (Meloxicam, 0.5 mg/kg). Pasado un
periodo de recuperacion (de al menos 6 dias), el arreglo de microelectrodos fue
bajado lentamente para alcanzar los sitios de registro (75-150 mm por dia). Los
registros de S1 fueron realizados en dos animales (Rat 24 y 28) entre 1.4y 1.6 mm
por debajo de la superficie del cerebro. Los registros del EDL fueron realizados en
tres animales (Rat 23, 24 y 27) entre 3.1 y 5 mm por debajo de la superficie del
cerebro. Un total de 196 unidades fueron registradas en S1 durante 8 sesiones. Un
total de 988 unidades fueron registradas en el EDL durante 56 sesiones, de las
cuales en 51 la estimulacién optogenética se desencadend con la presion de las
palancas (Figura 8B superior), en las cinco sesiones restantes (Rat 23) se realiz6
estimulacion en bloques (30 seg encendido/ 30 seg apagado) (Figura 8B inferior) y
se registraron 112 unidades. Al finalizar cada sesion de registro, los animales fueron

mantenidos en la caja de entrenamiento (15 y 20 min) para ser estimulados
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pasivamente como se describié previamente con el protocolo se utilizado en los

experimentos en animal anestesiado (Figura 8A).

5.5.3. Adquisicion y procesamiento de datos electrofisiologicos
Las sefiales electrofisiologicas de banda ancha (0.1-8000 Hz), tanto en animal
anestesiado como en libre movimiento, fueron obtenidos con sondas de silicio de
64 canales (NeuroNexus, Buzsaki-64), amplificados 1000 veces a través de un
sistema de amplificacion Intan RHD2000 y adquiridos a 20 kHz. El procesamiento
de los datos se realizd6 a partir de la sefal cruda. Se utilizaron Neuroscope y

NDManager (http://neurosuite.sourceforge.net). La clasificacion de espigas

neuronales se realizé semiautomaticamente usando el programa de clusterizacion

KlustaKwik (http://klustakwik.sourceforge.net) (Harris et al., 2000) y la aplicacion

grafica de Klusters (http://klusters.sourceforge.net) (Hazan et al., 2006).

5.5.4. Analisis de actividad neuronal en animales anestesiados
Para determinar la latencia de respuesta ante la estimulacién optogenética, la
actividad neuronal fue segmentada en bines de 1 ms. Se realizaron histogramas
peri-estimulo para cada neurona de 3 seg de duracién (1 seg antes y 2 seg con
respecto al inicio del estimulo) y un limite de confianza del 99% con respecto a la
linea basal (1 seg previo al estimulo). La respuesta a la estimulacion fue
considerada significativa si excedia el limite de confianza de al menos 1 ms, el

tiempo del primer bin con actividad fue definido como la latencia de respuesta.

5.5.5. Analisis de la actividad neuronal en animales en libre movimiento
Para las graficas de barrido (raster plots) y las matrices de color, se extrajeron las
espigas de cada neurona en cada ensayo, se segmentaron en bines de 1 ms en
una ventana de 8 seg y se centraron al momento de la entrega del reforzador (4 seg
antes y 4 seg después). Los trenes de espigas de los ensayos estimulados y no-
estimulados fueron suavizados con un filtro kernel Gausiano con desviacion
estandar de 50 ms. Se promedio el histograma peri-estimulo para cada neurona y
se transformé a valores Z. Neuronas moduladas por M2-IT. Para estimar el numero
de neuronas estriatales que fueron moduladas significativamente por la

estimulacion optica de las neuronas M2-IT se calcul6 la tasa de disparo promedio
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durante los 750 ms antes de la entrega del reforzador (umbral temporal) y se
comparé la tasa de disparo entre los ensayos no-estimulados y los estimulados (U
de Mann-Whitney; p<0.05). Para el calculo de las correlaciones cinematicas y de la
ejecucion de la tarea (i.e. correlacion bilateral, duracion, esfuerzo), los ensayos
fueron divididos en ventanas no sobrepuestas de 100 ms. La frecuencia de disparo
fue calculada para cada ventana (conteo de espigas dividido entre 0.1) y suavizadas

con un kernel Gausiano con una desviacion estandar de 200 ms.

La trayectoria de la posicion de la cabeza del animal fue extraida
automaticamente a través de videos (30 cuadros por seg) con un programa
disefiado en el laboratorio para ese propésito en el ambiente de LabView (Vision,
National Instruments) y promediadas en ventanas de 100 ms (Figura 9A). La
aceleracion (3 ejes) del movimiento de la cabeza fue extraida directamente del
acelerometro integrado al amplificador digital de registro (Intan Technologies
RHD2132) (Figura 9B). Las trayectorias del movimiento de las palancas fueron
obtenidas como se describié previamente (Figura 6A y Figura 9C). Los ensayos
fueron ordenados de acuerdo con su longitud, en la parte superior se encuentran
los ensayos mas largos y en la inferior los mas cortos (Figura 9). Los coeficientes
de correlacion de Pearson, correlacion parcial y correlacion multiple entre la
actividad neuronal, la posicion, la velocidad y la aceleracién de la cabeza y posicidon

de las palancas fueron calculados para cada célula.

5.5.6. Analisis estadisticos

La actividad electrofisiologica y los datos conductuales se presentan como la media
y los rangos inter-cuartilares (25 y 75). La significancia estadistica de cada grupo,
tanto en los datos conductuales como en los electrofisiologicos, fue calculada
usando pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis). Las
comparaciones multiples fueron corregidas mediante la prueba poshoc Bonferroni.
Los analisis estadisticos fueron realizados con rutinas estandar incluidas en Matlab
(The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, Estados Unidos de América). Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando el valor p
fue < 0.05.
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Figura 9. Parametros conductuales colectados durante registros en libre movimiento
A) Trayectorias del movimiento (panel superior), posicidn instantanea ensayo-por-ensayo (panel intermedio) y
velocidad (panel inferior) de la transicion de la cabeza/cuerpo entre el bebedero y las palancas. B) Aceleracion
instantanea ensayo-por-ensayo con cédigo de color (colores claros indican aceleracién maxima y colores
oscuros aceleraciéon minima) en los tres ejes de movimiento de la cabeza registrados desde el acelerometro
del amplificador del registro. C) Trayectorias del movimiento de las palancas (panel superior izquierdo, palanca
izquierda en negro y derecha en gris; panel superior derecho, palanca izquierda en azul y derecha en gris).
Posicion instantanea de las palancas ensayo-por-ensayo (colores claros corresponden a la posicion 0 cm y los
oscuros a la posicion -2.6 cm). La columna izquierda corresponde a los ensayos no estimulados (negro) y la
derecha a los ensayos estimulados (azul). Los ensayos estan ordenados de acuerdo con la duracién de los
mismos, los mas largos se muestran en la parte superior y los mas cortos en la parte inferior. Los parametros
conductuales mostrados en esta figura corresponden a una sesion representativa elegida aleatoriamente.
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6. Resultados

6.1.Disefo y estandarizacion de una tarea de coordinacion bimanual para ratas
El primer objetivo de este proyecto fue disefiar y estandarizar una tarea de
coordinacion bimanual para ratas, donde los animales debian aprender una regla
espaciotemporal en la que desplazaban dos palancas verticalmente (umbral
espacial: 2.6 cm) (una palanca con cada pata) y las mantenian presionadas por un
periodo determinado (umbral temporal: 50, 500 o 750 ms) para obtener un
reforzador (Figura 10A-B). Para eso se entren6 a un grupo de animales intactos
(n=22) durante 100 sesiones para evaluar su curva de aprendizaje (Figura 10C). Al
inicio del entrenamiento, los animales realizaban movimientos descoordinados
(Figura 10C izquierda), pero con el entrenamiento, las trayectorias del movimiento
de las palancas se volvieron menos variables, hasta sobreponerse (Figura 10D
centro y derecha). Con este protocolo se obtuvieron mediciones de movimiento
bimanual y unimanual durante la curva de aprendizaje (Figura 6). El entrenamiento
mejoro la correlacion bimanual (Figura 10E). Ademas, se identificd que al inicio del
entrenamiento, las ratas presionaban primero la palanca derecha (palanca/pata
derecha) y después la izquierda (Figura 10F). Este sesgo podria explicarse por la
localizacion de las palancas y el bebedero en la caja de entrenamiento (Figura 4B y
Figura 10A). Las palancas se encuentran a la izquierda del panel, lo que provoca
que la palanca mas cercana al bebedero sea la derecha, ademas durante las
transiciones entre las palancas y el bebedero, los animales se colocan entre ambos,
para optimizar su desempefio. Tanto la diferencia del tiempo de inicio del
movimiento bimanual (BOS, Figura 10G) como su variabilidad (BMOV, Figura 10H)
disminuyeron con el entrenamiento, esta ultima es un buen indicador de que tan
bien coordinada esta la accion bilateral.

El entrenamiento también disminuyo la duracion del movimiento, definido
como el tiempo que las ratas mantienen las palancas presionadas una vez que el
reforzador fue entregado; es decir, que no sueltan las palancas a pesar de que la
regla espaciotemporal se ha cumplido (Figura 10l). La velocidad (obtenida del
promedio entre la velocidad maxima de la pata izquierda y la derecha) se mantuvo

estable a lo largo del entrenamiento (Figura 10J). El esfuerzo, definido como el
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tiempo total que los animales presionan las palancas para obtener un solo
reforzador (ver ejemplo en: Figura 6A) también disminuy6 con el entrenamiento
(Figura 10K).
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Figura 10. Curvas de aprendizaje en la tarea de coordinacion bimanual

A) Caja de entrenamiento y representacion esquematica de la tarea de coordinacion bimanual, el animal
debia sujetar cada palanca con cada una de sus patas delanteras, presionarlas 2.6 cm (umbral espacial) y
mantenerlas asi durante un tiempo de mantenimiento determinado (umbral temporal) para obtener una
recompensa. B) Secuencia de eventos en un ensayo. La disponibilidad de las palancas se indicé con una
luz blanca, una vez cumplida la regla espaciotemporal se encendi6 la luz verde y se entregé la recompensa.
La luz blanca se encendié nuevamente 800 ms después de la entrega del reforzador para indicar que se
podia iniciar otro ensayo. El intervalo inter-ensayo es variable porque las conductas son autoiniciadas. C)
Linea del tiempo de las fases de aprendizaje donde se indica los dias de cambio en el umbral temporal. D)
Trayectorias representativas de la pata izquierda (verde) y la pata derecha (coral) en los ensayos reforzados
de tres diferentes sesiones de un animal intacto. El umbral temporal de la sesién se indica en la parte
superior. Las trayectorias estan alineadas al momento que se entregé el reforzador (linea negra punteada).
Note que el entrenamiento produce sobreposicion de las trayectorias de las palancas. (E-K) Curvas de
aprendizaje en las mediciones bilaterales: E) correlacion bimanual, F) palanca que se mueve primero, G)
diferencia de tiempo de inicio (BOS), H) variabilidad de los tiempos de inicio, I) duracién del movimiento, J)
velocidad maxima, K) esfuerzo. (L-O) Curvas de aprendizaje de las variables unilaterales separadas en
funcién de la variabilidad de la trayectoria. La pata con menor variabilidad ensayo-por ensayo sera la mejor
y la otra pata sera la peor. L) correlacion unimanual, M) variabilidad de la trayectoria unimanual, N) la
variabilidad de los tiempos de inicio unimanual (UMOV) y la duracién del movimiento unimanual. Los datos
de las curvas de aprendizaje se presentan en mediana (linea sélida) y percentiles 25y 75 (drea sombreada).

Las mediciones del movimiento individual de cada palanca (pata) permitieron
evaluar su estereotipia a lo largo del aprendizaje. Se identifico que el desarrollo de
la estereotipia fue diferente para cada pata, lo que permitié clasificarlas de acuerdo
con su coeficiente de correlacién a lo largo de los ensayos. La pata que presento

valores altos de correlacidn ensayo-con-ensayo se identific6 como la mejor pata y
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la de menores valores como la peor pata (Figura 10L). De acuerdo con esto, la peor
pata mostré mayor variabilidad en sus trayectorias (Figura 10M panel derecho), en
el tiempo de inicio del movimiento (Figura 10N panel derecho) y de duracién del
movimiento (Figura 100) comparada con la mejor pata. Este protocolo fue utilizado
no solo en mi proyecto, sino también en otros proyectos del grupo, resultando en

una primera publicacién en la que soy segunda autora (Baez-Cordero et al., 2020).

6.2.Lesion unilateral del estriado dorsolateral y evaluacion de su efecto en el
movimiento bimanual

Una vez que se comprobd que las ratas podian aprender la tarea de coordinacion
bimanual y que la evolucion de los parametros cuantificados sigue una curva de
aprendizaje normal, se continué con el objetivo de lesionar unilateralmente el EDL
y evaluar su efecto en el movimiento bimanual. Este objetivo se plante6
considerando que el EDL esta implicado en el inicio/término de secuencias de
acciones y en el control momento-a-momento de la trayectoria del movimiento. En
un movimiento bimanual desconocemos su implicacion en estos dos procesos del
control motor, por lo que la hipétesis es que lesion unilateral del EDL podria afectar
el inicio/término y el control momento-a-momento de la trayectoria unicamente de la
pata contralateral al EDL lesionado, mientras que una lesion bilateral deberia afectar
el movimiento de ambos efectores. Para eso se utilizaron dos grupos de animales
que fueron lesionados antes del entrenamiento en la tarea. El primero, con una
lesion unilateral en el EDL derecho (n=8) y el segundo con una lesion bilateral en el
EDL (n=6) que fueron comparados con un grupo de animales intactos (n=17) y se
evaluaron por 100 sesiones (Figura 11A-B). En la primera fase de entrenamiento el
tiempo de mantenimiento (umbral temporal) fue establecido en 50 ms, lo que
requiere un movimiento rapido (balistico) para obtener el reforzador. En la segunda
fase se fij6 un tiempo de 750 ms lo que exige ademas del movimiento balistico,
movimientos mas largos que probablemente requieran retroalimentacion (Figura
11A). En ambas fases del entrenamiento, los animales lesionados de ambos grupos
tuvieron un valor de correlacion bimanual menor que los animales intactos (Figura
11C) lo que indica que las lesiones producen movimientos descoordinados.

Consistentemente con el hallazgo previo, los animales de todos los grupos
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presionaron primero la palanca derecha (Figura 11D), efecto que se corrige en los
animales intactos probablemente causado por la preferencia del sistema a realizar
movimientos sincronicos en espejo, pero se mantiene a lo largo del entrenamiento
en ambos grupos de animales lesionados de lo que podria relacionarse con la
dificultad de alcanzar la palanca izquierda, efecto que se refleja en una mayor
diferencia en el tiempo de inicio del movimiento bimanual (BOS, Figura 11E) y mayor
variabilidad (BMOV, Figura 11F).
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Figura 11. La lesion del estriado dorsolateral afecta el desempefio de la tarea de coordinacion bimanual

A) Linea temporal de las lesiones, las fases del entrenamiento y las comparaciones estadisticas. (B-C)
Representacion esquematica (panel superior) y de la imagen por resonancia magnética (panel inferior) del
sitio lesionado en el EDL unilateral (B, izquierda) o bilateralmente (B, derecha). (C-H) Curvas de aprendizaje
(panel izquierdo) y comparaciones de sesiones especificas en las graficas de caja y bigote (panel derecho)
para el grupo no lesionado (negro, n=17), el grupo lesionado unilateralmente en el EDL (azul, n=8) y el
grupo lesionado bilateralmente en el EDL (rosa, n=6) para las siguientes variables: C) correlacién bimanual
(K-W; X?=671.113 p<0.001), D) palanca que se mueve primero (X?=157.343 p<0.001), E) diferencia en el
tiempo de inicio del movimiento bilateral (BOS) (X?=344.867 P<0.001), F) variabilidad del tiempo de inicio
(BMOV) (X?=232.325 p<0.001), G) duracién del movimiento (X?=324.084 p<0.001), H) velocidad maxima
bilateral (X?=172.648 p<0.001), |) esfuerzo (X?=717.574 p<0.001) y J) latencia para 100 ensayos
(X?=334.235 p<0.001). Los datos se presentan como mediana (linea sélida) y los percentiles 25y 75 (area
sombreada). Las graficas de barras representan la mediana y los percentiles 25 y 75 de grupos de 10
sesiones en diferentes momentos de la curva de aprendizaje indicados en A y en C. Se sefialan con
asteriscos y lineas unidas unicamente las diferencias significativas entre los grupos que corresponden al
mismo bloque en la curva de aprendizaje. La linea roja punteada se coloco para establecer una referencia
visual y esta alineada la mediana del primer bloque de sesiones para el grupo no lesionado.

La duracién del movimiento también aumentdé como efecto de las lesiones

(Figura 11G), lo que sugiere que el EDL es necesario para controlar apropiadamente
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la duracion de los movimientos. El esfuerzo fue alto para los dos grupos de animales
lesionados, principalmente para los lesionados bilateralmente (Figura 11I). La
latencia para conseguir 100 ensayos fue similar entre el grupo intacto y el grupo de
lesion unilateral en el EDL, mientras que en el grupo de lesion bilateral del EDL fue
mayor, principalmente donde el tiempo de mantenimiento fue mas largo (Figura
11J). Esto indica que los animales con lesién unilateral son capaces de desarrollar
estrategias para conseguir suficientes recompensas, pero los animales con lesion

bilateral tienen problemas para mantener las palancas presionadas (ver Tabla 1).
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Figura 12. La lesion unilateral del estriado dorsolateral afecta parametros de la ejecucion unilateralmente
Trayectorias promedio de las ultimas 10 sesiones de entrenamiento (91-100) de tres animales
representativos separadas en segun la variabilidad de las trayectorias ensayo con ensayo a lo largo de la
sesion para la mejor pata (panel superior) y la peor pata (panel inferior) en un animal no lesionado (negro),
uno lesionado unilateralmente en el EDL (azul) y uno lesionado bilateralmente en el EDL. (B-D) Curvas de
aprendizaje (panel izquierdo) y comparaciones de sesiones especificas en las graficas de caja y bigote
(panel derecho) (De acuerdo con la Figura 10A y 10C) para el grupo no lesionado (negro, n=17), el grupo
lesionado unilateralmente en el EDL (azul, n=8) y el grupo lesionado bilateralmente en el EDL para las
siguientes variables: B) correlacion unilateral (K-W; X?=120.901 p<0.001 arriba, X?=193.289 p<0.001 abajo),
C) variabilidad de la trayectoria unilateral (X?=292.214 p<0.001 arriba, X?=250.754 p<0.001 abajo) D)
variabilidad unilateral de tiempos de inicio (UMOV) (X?=93.404 p<0.001 arriba, X?>=160.688 p<0.001 abajo)
y E) duracion unilateral (X?=234.227 p<0.001 arriba, X?=338.882 p<0.001 abajo). Los datos se presentan
como mediana (linea soélida) y los percentiles 25 y 75 (area sombreada). Las graficas de barras representan
la mediana y los percentiles 25 y 75 de grupos de 10 sesiones en diferentes momentos de la curva de
aprendizaje indicados en la Figura 10A y 10C. Se sefialan con asteriscos y lineas unidas unicamente las
diferencias significativas entre los grupos que corresponden al mismo bloque en la curva de aprendizaje.
La linea roja punteada se colocé para establecer una referencia visual e indica la mediana del primer bloque
de sesiones para el grupo no lesionado.

Estos resultados indican que la lesion estriatal, tanto unilateral como bilateral,
afecta el desempeno de la tarea de coordinacion bimanual; sin embargo, aun se
desconocia el efecto sobre el movimiento individual de cada una de las patas. Para
evaluarlo se calcularon los valores de correlacidn ensayo-por-ensayo de las
trayectorias de cada pata a lo largo de las sesiones de entrenamiento (Figura 6C).

Segun los valores de correlacion se clasifico aquella con mayores valores de
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correlacion (menor variabilidad ensayo-con-ensayo) como la mejor pata y la otra
como la peor pata (Figura 12A). Esta distincion se hizo de esta manera debido a

que las lesiones se realizaron antes del inicio del entrenamiento, por lo que

resultaba imposible identificar a la mejor pata previo a la lesién.
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Figura 13. La lesién unilateral en el EDL desestabiliza la ejecucién de la tarea de coordinacion bimanual en
animales sobre entrenados

A) Linea temporal de las sesiones, las fases de entrenamiento y las comparaciones estadisticas. (B-D)
Curvas de aprendizaje (panel izquierdo) y comparaciones especificas en las graficas de caja y bigote (panel
derecho) para los animales expertos (n=6) en la tarea de coordinaciéon bimanual antes de la lesién (linea y
caja color negro) y después de la lesion unilateral del EDL (linea y caja azul) para las siguientes variables:
B) correlaciéon bimanual (X?=36.023, p<0.001), C) variabilidad del tiempo de inicio (BMOV; X?=105.597
p<0.001), D) duracién del movimiento (X?=33.098 p<0.001). E) Trayectorias promedio de 10 sesiones para
la mejor pata (arriba) y la peor pata (abajo) antes de la lesion (91-100, izquierda) y después de la lesion (41-
50, derecha) de un animal representativo. (F-H) Curvas de aprendizaje (panel izquierdo) y comparaciones
de sesiones especificas en las graficas de caja y bigote (panel derecho) (de acuerdo con el panel A y B)
para las siguientes variables: F) correlacion unilateral (X?=53.124 p<0.001 arriba, X?=73.284 p<0.001
abajo), G) variabilidad de la trayectoria unilateral (X?=33.970 p<0.001 arriba, X>=58.633 p<0.001 abajo) y
H) variabilidad unilateral de tiempos de inicio (UMOV) (X2=34.889 p<0.001 arriba, X?>=106.030 p<0.001
abajo). Los datos se presentan como mediana (linea solida) y los percentiles 25 y 75 (area sombreada).
Las graficas de caja y bigote representan la mediana y los percentiles 25y 75 de grupos de 10 sesiones en
diferentes momentos de la curva de aprendizaje indicados en el panel A y B. Se sefialan con asteriscos y
lineas unidas unicamente las diferencias significativas. La linea roja punteada se coloco para establecer
una referencia visual y esta alineada a la mediana del primer bloque de sesiones.

Notablemente, se observa que la lesion unilateral disminuye la correlacion
unimanual y aumenta la variabilidad de la peor pata, mientras que la lesion bilateral
afecta el desempefo en ambos efectores superiores (Figura 12B-C). La variabilidad
de los tiempos de inicio de movimiento unimanual de la mejor pata (UMOV, Figura
12D arriba) es baja en los tres grupos de animales, y a pesar de que el movimiento
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de los animales lesionados bilateralmente es mas tortuoso (tiene varias presiones
o intentos) (Figura 12A); el ultimo movimiento (el que sera reforzado) se ejecuta con
alta precision ensayo-con-ensayo. Mientras que para la peor pata (Figura 12D
abajo) este valor esta incrementado en ambos grupos de animales lesionados. La
duracion del movimiento es mayor para la pata buena en los animales con lesion
bilateral (Figura 12E arriba), y para la peor pata en los animales lesionados

unilateralmente (Figura 12E abajo) (ver Tabla 2).

Para corroborar si la lesién unilateral del EDL afectaba el movimiento de la
pata contralateral al sitio lesionado se cuantificaron estos parametros separando por
la palanca izquierda y la derecha dado que siempre se lesiond el EDL derecho.
Contrario a lo esperado, se encontr6 que el movimiento de la pata derecha
(ipsilateral a la lesién) fue el menos afectado (Figura 22). Esto puede deberse a la
disposicion de las palancas y del bebedero (Figura 4), donde las palancas estando
a la izquierda del panel y el bebedero a su derecha produce que la mayoria de los
animales presionen primero la palanca derecha (la mas cercana al bebedero) y
después la palanca izquierda (Figura 12D) y a que probablemente los animales
realicen otros ajustes posturales compensatorios que no fueron cuantificados a lo

largo del entrenamiento.

A partir de estos resultados se decidio evaluar si los efectos producidos por
las lesiones previas al aprendizaje de la tarea se replicaban en animales que habian
sido sobre entrenados (ratas expertas, Figura 13A). En las variables bilaterales se
encontré aumento en la correlacion bimanual (Figura 13B), en la variabilidad de los
tiempos de inicio (Figura 13C) y en la duracion (Figura 13D) del movimiento. Al
cuantificar las variables unilaterales, se encontré algo inesperado, tanto la mejor
pata (Figura 13E-H arriba) como la peor pata (Figura 13E-H abajo) tienen
alteraciones en el movimiento unilateral de ambos efectores superiores después de
la lesion, aunque uno de ellos (la peor pata) esta claramente mas afectado, esto
podria indicar que el entrenamiento extensivo produce una representacion de
ambas patas en el EDL, aunque se preserva la dominancia de la mejor pata (ver
Tabla 3).

39



10203 a E F G,

Umbral temporal (ms) _ 1 M 1
0500 750 Fosl L, | FFIES ig y £ 0.8 0.8
H @ foslnl i © 3 -
2 ‘EEO‘& Lt g R =06 =0.6
o £ =
) 40 80 0.7 T ol b . e b x g .
£E  Sesiones (diss) Zo6 g - et o B8 ﬂﬂ4lu g - 0.4 R N
cd§ 3 ] [ T L e |
253 tos gz o.2 Wit v o o2 M g 4
222 5ol 3 5 1 o M BB
0 40 8 1 2 3 4 0 40 80 1 2 3 4 0 40 80 1 2 3 4 0 40 80 1 2 3 4
Sesiones (dias) Sesiones (dias) Sesiones (dias) Sesiones (dias)
B
Lesin unilateral aam
H 1 ,I‘ 2 J 3 Kao £
0.8 £ 3 | 2.5 : =T
5 Eis d o o 8,
206 e i H H s :
5 £ B 10 H B15 Al F N T H i H !
pO-4 H 3 ¥ i H i 27 ’J' G Al Rt ‘\‘u, e 3
£ ] ] S& i B
202l b fos T, 5 PR S
. Ly . B K 0.5 g - §5
0 ' E 0 ol
40 B8O 1 2 3 4 00 40 80 1 2 3 4 0 40 80 1 2 3 4 4] 40 80 1 2 3 4
Sesiones (dias) Sesiones (dias) Sesiones (dias) Sesiones (dias)
L M . N o] P
E o i P _ 2 0.25 1
= IR % H [l 3
o 3 . \ 0.8 W ..} 1.H H il S5 _be
w E ! T ¥ E™ =
g Enﬁ E . M, éo.\s ‘E’M
Lesion unilateral Su? o4 kS i :| = . go4 A
L Fo2 Eos ik H al ] 0.05 o . Szl B B £
83 | - ik ] 1 = - _IAT TS
2 &, g, ¥ o B e & 0 | B
- -0.8-1.2 0.8 0 40 80O 1 2 3 4 0 40 BO 1 2 3 4 0 40 BO 1 2 3 4 0 40 BO 1 2 3 4
E
)

1

EO.B;‘#"!J];"‘I"MH Eki

0.6

Peor pata
icin de la palanca

c
S04

1

£0.2

5

e ~ = - )

-1.2 -0.8-1.2 -0.8-1.2 -0.8 0 40 80 1 2 3 4

Tiempo (s) Sesiones (dias)

e Vil

£

04080 1 2 3 4 0 40 B0 1 2 3 4 0 4B 1 2 3 4
esiones (dias) Sesiones (dias) Sesiones {dias)

Figura 14. Lesiones unilaterales en M1 o M2 no producen cambios en el aprendizaje de la tarea coordinacion
bimanual

A) Representacion esquematica de la linea temporal para las lesiones, las fases del entrenamiento y las
sesiones para comparaciones estadisticas. (B-C) Representacion esquematica de la region lesionada
unilateralmente (arriba) y de una imagen por resonancia magnética representativa (abajo) en la corteza
motora primaria (M1, B) y en la corteza motora secundaria (M2, C). (D-K) Curvas de aprendizaje (panel
izquierdo) y graficas de caja y bigote con las comparaciones de sesiones especificas para cada grupo, control
(negro, n=17), lesion en M1 (naranja, n=4) y lesion en M2 (turquesa, n=6) para las siguientes variables: D)
correlacion bimanual (K-W; X?=578.804 p<0.001), E) palanca que se mueve primero (X?=111.388 p<0.001),
F) diferencia en el tiempo de inicio del movimiento bilateral (BOS) (X?=247.224 P<0.001), F) variabilidad del
tiempo de inicio (BMOV) (X?=197.397 p<0.001), F) duraciéon del movimiento (X?=413.060 p<0.001), H)
velocidad maxima bilateral (X?=229.073 p<0.001), 1) esfuerzo (X?=683.302 p<0.001) y J) latencia para 100
ensayos (X?=327.141 p<0.001). L) Trayectorias promedio de las tltimas 10 sesiones de entrenamiento (91-
100) de tres animales representativos separadas en segun la variabilidad de las trayectorias ensayo con
ensayo a lo largo de la sesion para la mejor pata (panel superior) y la peor pata (panel inferior) en un animal
no lesionado (negro), uno lesionado unilateralmente en M1 (naranja) y uno lesionado unilateralmente en M2.
(M-P) Curvas de aprendizaje para M) la correlacion unilateral (X?=64.194 p<0.001 arriba, X?=65.404 p<0.001
abajo), N) variabilidad de la trayectoria unilateral (X?=331.316 p<0.001 arriba, X?=44.854 p<0.001 abajo) O)
variabilidad unilateral de tiempos de inicio (UMOV) (X?=183.572 p<0.001 arriba, X?=239.465 p<0.001 abajo)
y P) duracion unilateral (X?=363.210 p<0.001 arriba, X?=386.708 p<0.001 abajo). Los datos se presentan
como mediana (linea sélida) y los percentiles 25 y 75 (area sombreada). Las graficas de barras representan
la mediana y los percentiles 25 y 75 de grupos de 10 sesiones en diferentes momentos de la curva de
aprendizaje indicados en A y en C. Se sefalan con asteriscos y lineas unidas unicamente las diferencias
significativas entre los grupos que corresponden al mismo bloque en la curva de aprendizaje. La linea roja

punteada se coloco para establecer una referencia visual y esta alineada la mediana del primer bloque de
cacinnes nara al ariinn nn lesinnadn

Estos resultados indican que el comando de inicio del movimiento bimanual
no se encuentra en el EDL, sino probablemente en una regién aferente que sea
capaz de coordinar a ambos estriados, como la corteza que envia proyecciones
bilaterales al EDL. Para probarlo, primero se realizaron lesiones unilaterales en las
cortezas M1 y M2 antes del aprendizaje de la tarea (n=10; M1: n=4 y M2: n=6) y
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luego después del mismo (n=5). Si la ejecucién de la tarea de coordinacion bimanual
no es afectada por la ausencia de las cortezas motoras de un hemisferio podria

deberse a que la presencia de estas en el otro hemisferio es suficiente para generar

el comando motor coordinado hacia el EDL.
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Figura 15. La lesién unilateral de M2 en animales expertos (sobreentrenados) no afecta el desempefio de
la tarea de coordinacion bimanual

A) Linea temporal de las sesiones, la lesién y las comparaciones estadisticas. (B-D) Curvas de aprendizaje
(panel izquierdo) y comparaciones especificas en las graficas de caja y bigote (panel derecho) para los
animales expertos (n=5) en la tarea de coordinacién bimanual antes de la lesion (linea y caja color negro) y
después de la lesion unilateral del EDL (linea y caja turquesa) para las siguientes variables: B) correlacion
bimanual (X?=1.798, p=0.635), C) variabilidad del tiempo de inicio (BMOV; X?=5.247 p=0.154), D) duracion
del movimiento (X?=44.933 p<0.001). E) Trayectorias promedio de 10 sesiones para la mejor pata (arriba) y
la peor pata (abajo) antes de la lesion (91-100, izquierdo) y después de la lesion (41-50, derecho) de un
animal representativo. (F-H) Curvas de aprendizaje (panel izquierdo) y comparaciones de sesiones
especificas en las graficas de caja y bigote (panel derecho) (de acuerdo con el panel A y B) para las
siguientes variables: F) correlacion unilateral (X?>=7.325 p=0.062 arriba, X?=0.798 p=0.806 abajo), G)
variabilidad unilateral de tiempos de inicio (UMOV) (X?=1.043 p<0.790 arriba, X?=1.665 p<0.644 abajo) y H)
variabilidad de la trayectoria unilateral (X?>=3.989 p<0.262 arriba, X?>=3.744 p<0.290 abajo). Los datos se
presentan como mediana (linea sdlida) y los percentiles 25 y 75 (area sombreada). Las graficas de caja 'y
bigote representan la mediana y los percentiles 25 y 75 de grupos de 10 sesiones en diferentes momentos
de la curva de aprendizaje indicados en el panel Ay B. Se sefialan con asteriscos y lineas unidas Unicamente
las diferencias significativas. La linea roja punteada se colocé para establecer una referencia visual y esta
alineada a la mediana del primer bloque de sesiones.

A diferencia de los hallazgos de las lesiones estriatales, en los grupos de
animales lesionados en la corteza antes del aprendizaje, la mayoria de las
mediciones bilaterales se mantuvieron sin cambios (Figura 14D-K), excepto la

diferencia de tiempo al inicio (BOS, Figura 14D) y la variabilidad de tiempo al inicio
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(BMQV, Figura 14G) que disminuyeron significativamente. Consistentemente, las
mediciones de las variables unilaterales se mantuvieron cercanas a los valores del
control (BOS, Figura 14L-N) (ver Tabla 4). Mientras que la variabilidad unimanual
(UMQV) y la duracion muestran una disminucion significativa con respecto al control
(Figura 140-P) (ver Tabla 5). Por otro lado, las lesiones unilaterales de la corteza
M2 en animales expertos en la tarea unicamente produjo cambios en la duracion
del movimiento bilateral (Figura 15D, ver Tabla 6). Estos resultados indican que la
ejecucion de los animales expertos en la tarea de coordinacion bimanual puede
mantenerse por la funcidon de la corteza que permanecié intacta, probablemente por

la presencia de neuronas IT en esa corteza que proyectan a ambos hemisferios.

6.3.Manipulacion optogenética de la actividad neuronal de las proyecciones
cortico-estriatales bilaterales (M2-IT) durante la ejecucion de la tarea de
coordinacion bimanual

Este hallazgo permitié explorar el objetivo de manipular las proyecciones cortico-
estriatales bilaterales durante la ejecucion de la tarea de coordinacion bimanual.
Para conseguirlo se utilizé una estrategia viral que permitid manipular la actividad
de la poblacion especifica de neuronas corticales bilaterales (Figura 7). Consistente
con la evidencia anatomica sobre las proyecciones bilaterales de las neuronas IT,
se observo la expresion de la proteina amarillo fluorescente (EYFP, enhanced
yellow fluorescent protein por sus siglas en inglés) en ambos hemisferios, con
marcaje en la corteza (M1 y M2), en el estriado y en sus axones a través del cuerpo

calloso, pero no regiones con proyecciones unilaterales como el tdlamo Figura 16A).

Para corroborar la funcionalidad de la opsina excitadora (ChR2) se realizaron
registros electrofisioldgicos en el EDL mientras se estimulaba la corteza M2 con luz
azul (465 nm a ~24.9 mW en animal anestesiado y 0.3-1 mW en libre movimiento,
Figura 8). Se encontr6 una respuesta consistente en neuronas unicas ante
estimulos continuos y ante trenes de estimulacion tanto en animales anestesiados
(Figura 16B) como en animales en libre movimiento (Figura 16C) con latencias de
respuesta cortas (< 20 ms; Figura 16D). El numero de neuronas registrado en
animales en libre movimiento (n=818) con estimulacion ipsilateral (n=318) o

contralateral (n=600) al sitio de registro permitié construir matrices de activacién de
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las neuronas del EDL donde se aprecia que la estimulacion de las neuronas IT-M2

produce que un grupo de neuronas se inhiba y otro grupo se active (Figura 16E).
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Figura 16. Estrategia para la estimulacion optogenética de las proyecciones bilaterales cortico-estriatales
de M2

A) Confirmacion histologica de la infeccion en neuronas bilaterales (ver Figura 6). La expresion de la
Note la ausencia de fluorescencia en el talamo (v). (B-C) representacion esquematica (panel izquierdo) y
grafica de barrido (raster plot, derecho) de los registros electrofisiologicos y estimulaciones Opticas en
animal anestesiado (B) y en libre movimiento (C). Graficas de barrido con la actividad de neuronas
representativas del EDL y su respuesta a la estimulacion optica (50 ensayos de 500 ms, izquierdo y central;
o 50 trenes de 5 estimulos de 5 ms, derecho) en la corteza M2 contralateral al sitio de registro. D)
Histogramas de la latencia de respuesta para todas las células registradas en el EDL en animales
anestesiados o en libre movimiento, curvas normalizadas a pico maximo de la distribucion. Comparacién
de latencias menores a 30 ms. E) Tasas de disparo promedio evocadas por la estimulacion en la corteza
M2 ipsilateral (izquierdo) y contralateral (derecho) para las neuronas registradas en el EDL de animales en
libre movimiento (n=3) expresados como valores Z (cédigo de color) y ordenadas segun la tasa de disparo
promedio maxima alcanzada durante la estimulacion de 500 ms. El periodo de estimulacion se indica con
una barra horizontal en la parte superior alineada a cero. F) Representacion esquematica del registro en la
corteza M2 y estimulacion dptica en el sitio de registro. G) Graficas de barrido (como en C). H) Histogramas
de latencia de respuesta para las células que incrementaron (amarillo) o disminuyeron (azul) su tasa de
disparo durante la estimulacion. El inserto muestra el porcentaje de células que incrementaron,
disminuyeron y que no cambiaron su tasa de disparo significativamente durante la estimulacion. 1)
Comparacion de latencias de respuesta. Las graficas de barras indican la mediana y los percentiles 25 y
75. Las diferencias significativas se indican con asteriscos y lineas unidas para las comparaciones
especificas (Bonferroni post hoc, p<0.05).
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Con el objetivo de estimar el numero de neuronas responsivas a la
estimulacion en la corteza M2, se registro y se estimuldé simultaneamente a las
neuronas M2 (n=226) en 3 animales anestesiados (Figura 16F). Se encontré que
con la estimulacion luminica (1 pulso de 500 ms de 465 nm a ~24.9 mW) incremento
la actividad de un grupo de neuronas (40%), otro la disminuy6 (42%) y otro no
respondio (19%). Las latencias de respuesta fueron menores para las neuronas que

se activan que para las que se inhiben (Figura 16J).

Una vez confirmado que la estrategia optogenética utilizada produce
respuestas robustas en M2 con estimulacién local y en el EDL con estimulacion
contralateral e ipsilateral al sitio registrado, se procedié a abordar los siguientes
objetivos: 1) manipular optogenéticamente las proyecciones cortico-estriatales
bilaterales y 2) registrar la actividad de neuronas estriatales individuales durante la
ejecucion de la tarea de coordinacion bimanual.

Se utilizd un grupo de animales expertos en la tarea (n=9), de los cuales cinco
fueron implantados bilateralmente unicamente con fibras épticas en la corteza M2 'y
cuatro fueron ademas implantados con un arreglo de microelectrodos y registrados
en el EDL del hemisferio derecho. En este grupo de experimentos, se estimuld
unilateralmente la corteza M2 derecha o izquierda en sesiones independientes
(Figura 17A-B). El 50% de los ensayos fueron seleccionados aleatoriamente para
ser estimulados y la estimulacién se desencadend con el desplazamiento minimo
(0.1 cm, 465 nm con un rango de potencia: 0.3 — 1 mW) de cualquiera de las
palancas y se mantuvo constante hasta que se cumplio la regla espaciotemporal y
termind cuando se entrego el reforzador (Figura 8B arriba y Figura 17C).

Se observd que la estimulacion de la proyeccion M2-IT produjo efectos
contrarios entre animales (Figura 17D-E, ver animales ejemplo) en las variables
bimanuales de correlacion bimanual (Figura 17D) y de la variabilidad en los tiempos
de inicio (BMQV, Figura 17E), pero produjo un efecto robusto de incremento de la
duracion del movimiento bimanual (Figura 17F) que se aprecia en las trayectorias

de un animal representativo (Figura 17C).
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Figura 17. La estimulacion unilateral de las proyecciones bilaterales de M2 incrementa la duracion del
movimiento

A) Representacion esquematica de la estimulacion unilateral de M2. B) Corroboracién histologica de la
posicion de las fibras dpticas y de la expresion de EYFP en M2. C) Trayectorias representativas (media:
linea solida, area sombreada: percentil 25 y 75) para la pata izquierda (verde) y derecha (coral) alineadas a
la entrega del reforzador (linea punteada en cero) separados entre ensayos no estimulados (izquierda) y
estimulados (derecha) de una sesion de entrenamiento. La duracion de la estimulacion dptica esta indicada
con un rectangulo azul y fue desencadenada por el desplazamiento minimo (0.1 mm) de cualquier palanca
y se detuvo al conseguir la regla espaciotemporal (linea negra punteada). D) Correlacion bimanual, E)
variabilidad del tiempo de inicio (BMOV) y F) la duracion del movimiento de dos animales representativos
(cajas rellenas) y del grupo (cajas vacias). Las graficas de caja y bigote representan la mediana y los
percentiles 25 y 75 para todos los ensayos indicados en la parte inferior de (D), los pares de puntos unidos
por lineas corresponden las medianas para cada sesion de cada animal. Los datos de cada sesion fueron
normalizados con el valor promedio de los ensayos no estimulados. (G-l) Graficas de correlacion de los
valores promedio por sesion de la sustracciéon de los ensayos estimulados y los no-estimulados de la pata
izquierda (Y) y la pata derecha (X) para la correlacion unilateral (G), la variabilidad de la trayectoria (H) y la
duracion unilateral (1) en las sesiones estimuladas en el hemisferio izquierdo (azul) o el derecho (morado).
Mediciones unilaterales del coeficiente de correlacién (J), la variabilidad de la trayectoria (K) y la duracién
del movimiento para la pata izquierda y derecha durante los ensayos no estimulados (negro) y los
estimulados (azul). Las graficas de barras indican la mediana y los percentiles 25 y 75 de los ensayos
estimulados y no-estimulados. Las diferencias significativas, obtenidas con la prueba U de Mann Whitney,
se indican con asteriscos y lineas unidas para las comparaciones especificas (* = p<0.05; ** = p<0.01).
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Aunado a lo anterior, los cambios en la correlacién y en la variabilidad de la
trayectoria unimanual, calculados mediante la diferencia de la mediana obtenida de
estos valores en cada sesion para cada pata en los ensayos estimulados menos los
no estimulados, fueron inconsistentes lo que se muestra con un valor de correlacién
bajo (Figura 17G-H) y con una disminucién de la trayectoria unilateral sélo para la
pata izquierda (Figura 17J). Mientras que similar al resultado del aumento de la
duracién bilateral, la correlacion entre la diferencia en el cambio de duracion en los
ensayos estimulados y no estimulados entre ambas patas fue muy alta (Figura 171)
y se confirmo que el efecto de la estimulacion unilateral de M2-IT se manifesté en

ambos efectores superiores individualmente (Figura 17L, ver Tabla 7 y Tabla 8).

6.4.Regqistro de la actividad de las neuronas del EDL durante la estimulacion
optogenética de las proyecciones M2-IT y de la ejecucion de la tarea de
coordinacion bimanual

Los resultados previos muestran que la activacion unilateral de las neuronas M2-IT
es suficiente para coordinar los movimientos bimanuales, por lo que las neuronas
del EDL podrian ser reclutadas no para comandar, sino para modular el movimiento.
Al registrar la actividad de las neuronas estriatales durante la ejecucion de la tarea
y evaluar su respuesta a la estimulacion optogenética de las proyecciones cortico-
estriatales bilaterales, se encontré6 que las neuronas del EDL tienen diferentes
patrones de modulacién durante la tarea de coordinacion bimanual (actividad
neuronal alineada al momento en que se entrego el reforzador) (linea punteada roja,
Figura 18A). Algunas neuronas muestran cambios en su tasa de disparo
(incremento o disminucion) ante la estimulacion éptica. De acuerdo con la evidencia
previa, la tarea de coordinacion bimanual produce patrones de activacion neuronal

(n=818) en secuencia que abarcan todo el ensayo (Figura 18B izquierda).
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Figura 18. Activacion secuencial de la actividad del EDL durante los movimientos bimanualmente
coordinados.

A) Pares de graficas de barrido (raster plots, arriba) e histogramas peri-eventos promedio que muestran
cinco neuronas representativas con diferentes patrones de respuesta durante la ejecucion de la tarea de
coordinacion bimanual en los ensayos no-estimulados (arriba) y estimulados (abajo). La actividad neuronal
(espigas o potenciales de accidn) fue alineada al momento en que se entregé la recompensa (cabeza de
flecha roja). Los ensayos estan ordenados de acuerdo con la duraciéon del movimiento bimanual, los
ensayos mas largos (con mas esfuerzo y mas niumero de intentos) estan en la parte superior de la grafica
de barrido. El momento en que se alcanzo el umbral espacial (2.6 cm de desplazamiento de las palancas)
se sefala con la cabeza de flecha naranja. Se indica la tasa maxima de disparo en Hz para esa neurona en
cada tipo de ensayo. B) Matrices en valores Z de la tasa de disparo promedio de la poblaciéon de neuronas
registradas ordenadas al momento en el que alcanzaron su mayor tasa de disparo entre -2 y 2 segundos
alrededor de la entrega del reforzador. C) Coeficiente de correlacion entre los patrones de disparo de células
individuales durante los ensayos no-estimulados y estimulados. Las correlaciones fueron comparadas con
la correlacion entre la matriz no-estimulada y la estimulada con un orden aleatorio de las neuronas, se
realizaron 1000 iteraciones (puntos grises) para obtener el intervalo de confianza (linea roja punteada). D)
Matriz de la sustraccion de los ensayos no-estimulados y los estimulados, ordenados de acuerdo con la
diferencia maxima cercana a los 700 ms previos a la entrega de la recompensa. E) Porcentaje de células
que expresan un cambio absoluto de valor Z mayor a dos desviaciones estandar. Las diferencias se
calcularon en ventanas consecutivas de 500 ms en pasos de 50 ms. La linea roja punteada indica el
momento en que se entrego la recompensa (cumplimiento de regla espaciotemporal).

Es de notar que la secuencia de activacion neuronal no se modificé por la
estimulacion de las neuronas M2-IT (Figura 18B derecha), lo cual fue confirmado
con los valores de correlacién de cada célula entre los ensayos no-estimulados y
los estimulados (Figura 18C) y se si se aleatoriza el orden de las neuronas (1000

iteraciones para obtener el intervalo de confianza). Posteriormente, se calculé la

proporcion de neuronas que respondieron a la estimulacion, para eso se sustrajo la
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actividad normalizada en valores Z entre los ensayos no-estimulados y los
estimulados, como se vio previamente (Figura 16E) la estimulacion de M2-IT
produjo tanto incremento como disminucion de la actividad de las neuronas del EDL
(Figura 18D) en el 20% de las neuronas, alcanzando la diferencia maxima cercano
a los 750 ms que corresponden al umbral temporal (Figura 18E). Estos resultados
muestran, por un lado, que la estimulacion optogenética produce modulacién
efectiva durante la ejecucion de la tarea y, por el otro lado, que la activacion
secuencial de las neuronas del EDL permanece intacta, lo que indicaria que los
efectos de la estimulacién de M2-IT se asocia con la actividad de subpoblaciones
de células con mayor preferencia por las variables relacionadas con el movimiento

bimanual.

Después se explord si las representaciones cinematicas que se alojan en el
EDL (Rueda-Orozco & Robbe, 2015) eran alteradas por la estimulacién de las M2-
IT. Para eso se analizaron variables conductuales estereotipadas que se producen
por las transiciones del animal entre las palancas y el bebedero. Por medio de
videos se analizé la posicion y la rotacion de la cabeza con el acelerémetro que
contiene el amplificador de registro y a través del cambio en la posicién de las
palancas el movimiento bimanual (Figura 9). Para estos analisis se utilizaron 780
neuronas registradas durante 45 sesiones que tuvieron la calidad de video
apropiada. De acuerdo con la literatura previa (Kim et al., 2019; Rueda-Orozco &
Robbe, 2015), se encontraron neuronas con correlaciones lineales (positivas o
negativas) con la posicidon (Figura 19A) o velocidad de la cabeza/cuerpo (Figura
19B). El analisis de correlacion parcial, que incluyé tiempo, posicion de las palancas,
velocidad de las palancas, posicion de la cabeza/cuerpo, velocidad de la
cabeza/cuerpo y la aceleracion en los tres ejes, reveld que la posicion y la velocidad
de la cabeza fueron las variables que explicaban la mayor variabilidad (en promedio

6.4 % y 4.9 % respectivamente) en la tasa de disparo (Figura 19C).

48



Ai Ensayos no estimulados Ali
2 60 <40 40
® z
< o 20 20
B e
g =40 40
: £ ol i
& gzowwww 20
I
- L |M|HI\‘||H|\\|\|u||um ,
B2 0 5 10 -10 0 10 2 obelit
-2 0 Posicion (cm) Velocidad (cm/s) g R
8

Pos. palanca
Vel. palanca
Pos. cabeza
Pos. cabeza

) Tiempo (s) Tiempo (s)
Bi
2 803
e}
©
c
@D
2
o 80
5 oy, 2° '
g il HI\hhHﬂNh\ Mﬂi 0.2
w
0 Num'lm'UIHi\\|h|\|u||H|u|\ 10 mﬂ S 0.1
g& PR 5
=2 : 0 5 10 -10 0 10 Eggmyfiﬁ%
-4 -2 0 2 4 -4 -2 0 2 4 Posicién (cm) Velocidad (cm/s) SesE8EgEE
Tiempo (s) Tiempo (s) i3 g8 s
C D E EDL ensayos no-estim
EDL Corteza - S1

0.7 b 0.7] T 0.7]

0.6l Ensayos no estim. : | 0.6 | 0.6 . x
— - || =
£ 0.5 T T 1l Bos || gos5 T T
s | | 5 5 | |
0.4 | | 20.4 S04 s 1 s |
"gz lT-\‘T ‘?gZIII [ B “qojzllI\l_
8§02 T T v 8% o T e 80 |

LU PR TR . R FE PR -

0 ; 1 é él 1 0 él é é' H;-I ol | 111
28C8RF*>N 3888 RX"N & 283888 x>Ngg8Fg /XN o 2R TR
EFG883TT ES 5823388 £ E5 52833 s ERcLE 853 £ a2 & & 3
23588888 2ue88888 ¢ ZEEEERE3 2RE 88888 8 8§ 8 B
5388 5383 S 4388 5388 8 5 3 8 2

Figura 19. La representacion cinemdtica en el EDL no se afecta por la estimulaciéon de las proyecciones
cortico-estriatales de M2

(A-B) Dos células representativas cuya tasa de disparo se correlacioné con la posicion (A) o la velocidad
(B) de la cabeza/cuerpo. Matrices con cédigo de color ensayo-por-ensayo de la posicion instantanea (Ai) y
la velocidad (Bi). Graficas de barrido (raster plots) e histogramas peri-evento promedio alineados a la
entrega de la recompensa (cabeza de flecha roja) de los ensayos no-estimulados (panel izquierdo) y los
estimualdos (panel derecho). Los ensayos estan ordenados con respecto a la duracion del movimiento de
la cabeza/cuerpo. (Aii-Bii) Graficas de correlacion entre la tasa de disparo y la posicion (izquierda) o la
velocidad (derecha) (media * d.e.) para los ensayos no-estimulados (arriba) y los ensayos estimulados
(abajo). (Aiii-Biii) Coeficientes de correlacion parcial y correlacion multiple entre la tasa de disparo y las
variables conductuales. (C-E) Coeficientes de correlacion parcial y multiple (valores absolutos) entre la tasa
de disparo de la poblacién de neuronas registradas en EDL (C) o en S1 (D) y las variables conductuales
durante los ensayos no-estimulados y los estimulados. E) Comparacion de los coeficientes de correlaciéon
parcial y las variables conductuales del EDL y S1. Las graficas de caja y bigote representan la mediana y
los percentiles 25 y 75. Las diferencias significativas se indican por asteriscos y lineas que unen las
comparaciones especificas (Bonferroni post hoc, p<0.05).
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Para comprobar si esta codificacion es especifica de las neuronas del EDL
se calculd el coeficiente de correlacion parcial de la actividad de las neuronas
registradas en S1 (196 unidades en 8 sesiones) y se encontraron valores similares
de correlacion para la mayoria de las variables (Figura 19D), excepto para la
velocidad de la cabeza/cuerpo que presento valores menores que las neuronas del
EDL (Figura 19E).

Los resultados previos muestran que la estimulacion de la via cortico-estriatal
bilateral M2-IT no tiene una influencia particular en los parametros cinematicos de
las transiciones generales del cuerpo (Figura 19E), efecto que se corrobora con la
estimulacion en bloques, donde los animales son estimulados independientemente
de su conducta (Figura 23). En este experimento tampoco se observé un efecto en
la representacién de parametros cinematicos. Sin embargo, la misma estimulacién
produce efectos claros en la duracion del movimiento bimanual (Figura 17).
Después se comprobo si los parametros relacionados con las palancas podrian
estar representadas en la actividad del EDL y si estas representaciones serian
moduladas por la estimulacion de las neuronas M2-IT. Se calcul6 el promedio de la
tasa de disparo de cada célula inmediatamente antes de la entrega del reforzador
(750 ms) y se correlacioné con la correlacion bimanual o la duracion para todos los
ensayos de la sesidn, los no estimulados o los estimulados. Se encontraron células
cuya tasa de disparo tiene altos coeficientes de correlacién con las variables

bimanuales (esfuerzo, correlacién bimanual y duracién) (Figura 20A-C).

Posteriormente se calculd la fraccion de células moduladas por la
estimulaciéon de M2-IT y que fueron también moduladas significativamente por
alguna variable bilateral (correlacién bimanual, esfuerzo o duracién) o cinematica
(posicion o velocidad). Para crear un intervalo de confianza estadistico, se extrajo
aleatoriamente un numero de neuronas no moduladas por la estimulacion de M2-IT
similar al de las neuronas moduladas y se calculd la fraccion de estas que fue
significativamente modulada por las variables bimanuales o cinematicas (este
procedimiento se repitio 1000 veces). Cerca del 60% de las neuronas del EDL que
fueron moduladas por la estimulacion M2-IT, también lo fueron para las variables

bimanuales. Mientras que para el resto de la poblacion (no moduladas por la
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estimulacion M2-IT) este valor fue cercano al 30% y se mantuvo por debajo del
intervalo de confianza (Figura 20D izquierda). Este resultado es similar para los

ensayos estimulados y los no estimulados.
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Figura 20. Las representaciones de la duracién del movimiento en el EDL son afectadas por la estimulacion
M2

(A-C) Graficas de correlacion entre la tasa de disparo de tres neuronas representativas y la correlacion
bimanual (A) o la duracién (B-C) en todos los ensayos, los no-estimulados y los estimulados. (D-E) Graficas
de barras (izquierda) de la fraccién de células que correlacionan significativamente con las variables del
movimiento bimanual (D) y las cinematicas (E) para la poblacién entera y la subpoblacion que fue
significativamente modulada por la estimulaciéon de M2 durante los ensayos no-estimulados (gris) y los
estimulados (azul). La linea roja representa el intervalo de confianza (99.5), Los asteriscos sefalan los
valores que sobrepasan el intervalo de confianza. Graficas de los coeficientes de correlacion (derecha)
entre los ensayos no-estimulados o estimulados y las variables de coordinacion bimanual (D) o las
cinematicas (E). Las correlaciones significativas se indican con asteriscos junto al valor de R. F) Diagramas
de Venn que indican la proporcion de células que tiene correlacion significativa con las variables de
coordinacion bimanual o las cinematicas: velocidad o posicion de la cabeza/cuerpo de la poblacion total de
neuronas (n=780). G) Tasa de disparo basal para cada subpoblacién de células (K-W; X?=23.11 p < 0.001).
H) Cambio absoluto de la tasa de disparo inducido por la estimulacién de M2-IT para cada subpoblacién de
células (K-W; X?=12.58 p < 0.001). Las diferencias significativas se indican con asteriscos y lineas que
indican las comparaciones especificas (Post hoc Bonferroni, p<0.05).
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Por otro lado, para las variables cinematicas, tanto de la poblacién total como
de las neuronas moduladas por M2-IT presentaron porcentajes similares por debajo
del intervalo de confianza (Figura 20E izquierda). Se calcularon los coeficientes de
correlacion de la poblacidon de neuronas moduladas por la estimulacién M2-IT entre
los ensayos estimulados y no estimulados. Las variables cinematicas mostraron
correlaciones perfectas (por arriba de 0.9, Figura 20E derecha), lo que confirma que
la estimulacion no modifico la representacion de estos parametros. Por el contrario,
en el caso de los parametros relacionados con la presion de las palancas, estos
valores cayeron por debajo de 0.45 (Figura 20D derecha,) lo que indica que la
estimulacion modificé estos parametros. La mayor proporcion de neuronas (>50%)
tuvieron correlacién con variables bimanuales o cinematicas (405/780 neuronas
moduladas por la tarea). Cerca de la mitad de las neuronas relacionadas con la
tarea (172/405 neuronas) fueron moduladas por variables bimanuales. El 29%
(121/405 neuronas) de la poblacion de las neuronas moduladas compartieron
variables bimanuales con variables cinematicas, el resto de las neuronas (27%,
112/405 neuronas) fueron exclusivamente cinematicas (velocidad y/o posicion)
(Figura 20F). Se calculé el promedio de la tasa de disparo durante la misma ventana
(750 ms antes de la entrega del reforzador) para los grupos de células modulados
por las variables bimanuales o cinematicas, se encontr6 que las neuronas
moduladas por parametros bimanuales incrementan significativamente su tasa de
disparo comparado con las moduladas por la velocidad o por la posicién (Figura
20G). Este efecto se confirma con el cambio absoluto de la tasa de disparo, donde
las neuronas moduladas por variables bimanuales tienen valores mayores que los
otros subgrupos de células (Figura 20H) lo que confirma que este grupo de células
es el mas sensible a la estimulacion de M2-IT. Estos resultados indican que la
estimulaciéon M2-I1T en la region cortical seleccionada, recluta un grupo particular de
neuronas estriatales y, que incluso, las representaciones cinematicas tipicamente

observadas en el EDL no se vean afectadas.
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6.5. Participacion de las poblaciones neuronales del EDL durante la ejecucion de
la tarea de coordinacion bimanual y evaluacion de su respuesta ante la
estimulacion de las neuronas M2-IT

Para cumplir con el ultimo objetivo de diferenciar la participacién de las distintas
poblaciones neuronales en el EDL en la tarea de coordinacion bimanual se realiz6
un analisis de los subgrupos de neuronas basado en la forma de sus potenciales de
accioén (espigas). Con este analisis se pudo distinguir si las neuronas sensibles a la
estimulacion pertenecen a un subgrupo neuronal en particular. Cabe mencionar que
con este método no se puede aseverar el linaje neuronal unicamente con la forma
del potencial de accion, para esto se requeriria el uso de marcadores moleculares
o la reconstruccion completa de la célula registrada, técnicas que quedan fuera de
los alcances de este proyecto, por lo cual las nombramos neuronas putativas. Se
utilizé un algoritmo de reduccion dimensional por componentes principales de la
forma promedio de la espiga para cada neurona, se proyectaron los primeros tres
componentes (que explican la mayor variabilidad) y se aplicé un método de
separacion por clusteres (k-means) para generar de dos a ocho grupos con forma
de espiga similares (7000 iteraciones), de cada iteracién se obtuvo el valor de
Silhouette. Con este algoritmo se calcula el valor de cohesion entre los grupos, se
observa que la divisidon en tres clusteres fue la que obtuvo mayores valores de
Silhouette (Figura 21A), por lo que dividir en tres grupos es lo ideal. Se muestra la
proyeccion de los tres subgrupos (Figura 21B) y la forma de espiga correspondiente

para cada uno (Figura 21C).

Se encontraron tres grupos de neuronas, las cuales se clasificaron como:
neuronas espinosas medianas putativas (pNEM), interneuronas de disparo rapido
putativas (pIDR) y “otras”. Las pNEM corresponden al cluster mas grande (60%,
468/780 neuronas) presentan tasa de disparo baja (0.94 Hz) y forma de la espiga
ancha, el segundo grupo pIDR presenta tasas de disparo altas (5.78 Hz) y forma de
espiga angosta (21%, 164/780 neuronas). El resto de las neuronas se asignaron al
grupo “otras” (22%, 171/780 neuronas) con tasa de disparo (0.68 Hz) y ancho de la
forma de espiga similar al de las pNEM (Figura 21D-E).
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Figura 21. Representacion de la tarea de coordinacion bimanual en subpoblaciones del EDL

A) Valores de Silhouette de 1000 iteraciones de proyecciones de los PCA de 2 a 8 grupos (k-means) de las
formas de espiga promedio para todas las células registradas durante la ejecucion de la tarea de
coordinacion bimanual. B) La mejor proyecciéon de los PCA que corresponde a tres clusters (codigo de
color). C) Formas de espiga promedio de todas las células clasificadas segun la mejor proyeccion (A-B).
Las formas de la espiga se nombraron neuronas espinosas medianas putativas (pNEM), interneuronas de
disparo rapido putativas (pIDR) u otras. La grafica de pastel muestra el porcentaje de cada subpoblacion.
Tasa de disparo promedio (D) y ancho de la espiga (potencial de accion) (E) para cada subpoblacién. F)
Matrices de activacion de la tasa de disparo en valores Z de todas las neuronas registradas de cada
subpoblacién y ordenadas al momento en que alcanzaron su maxima tasa de disparo entre -2 y 2 seg
alineados a la entrega del reforzador para los ensayos no-estimulados (arriba) y estimulados (abajo). G)
Porcentaje de neuronas significativamente moduladas por la estimulaciéon M2-IT de las tres subpoblaciones.
H) Coeficientes de correlacion entre los patrones de disparo de neuronas individuales en ensayos
estimulados y no estimulados. Las correlaciones se compararon con la distribucion de coeficientes de
correlacion obtenidos del orden aleatorio de las neuronas (1000 iteraciones para obtener el intervalo de
confianza). (I-L) Coeficientes de correlacion parcial (valores absolutos) para todas las neuronas moduladas
significativamente (l), y las subpoblaciones de pNEM (J), pIDR (K) y otras (L) durante los ensayos no-
estimulados y estimulados. Las graficas de caja y bigote representan la mediana y los percentiles 25y 75.
Las diferencias significativas se indican con asteriscos y lineas que indican las comparaciones especificas
(Post hoc Bonferroni, p<0.05).
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Al evaluar las secuencias de activacion por grupo neuronal se encontré que
los tres grupos se activan secuencialmente y su respuesta cubre completamente el
ensayo (Figura 21F arriba). Se puede apreciar que la estimulacion M2-IT modifica
el patrén de activacidon cercano a los 750 ms en dos poblaciones, las neuronas pIDR
y las “otras” (Figura 21F abajo). La cuantificacion formal de las neuronas moduladas
muestra que el mayor porcentaje de neuronas sensibles a la estimulacién son las
pIDR (Figura 21G) y que la secuencia de activaciéon se ve afectada unicamente en
el grupo de “otras” neuronas (Figura 21H) causado por la inhibicion de estas
neuronas durante la estimulacion. No se encontraron diferencias en la codificacion
cinematica de la poblacion (Figura 211-L). Esto sugiere que la activacion de M2-IT
recluta a un subgrupo de neuronas en el EDL, principalmente de IDR, quienes a su

vez modulan el microcircuito estriatal para modificar la duracion del movimiento.

7. Discusién

Los movimientos bimanuales son muy importantes en la conducta animal, son
utilizados diariamente para funciones basicas de supervivencia como la
alimentacion y su ejecucion exitosa depende de la coordinacion espaciotemporal
entre los efectores superiores (Diedrichsen et al., 2010; Rueda-Delgado et al., 2014;
Swinnen et al., 1988). El desarrollo de protocolos que permitan medir con alta
especificidad y detalle los movimientos bimanuales puede ayudar a comprender
mejor sus bases neuronales; asi como, descifrar la contribucion de las regiones

corticales y subcorticales en el control motor.

En esta tesis se explord la capacidad de ratas para aprender una tarea de
coordinacién bimanual donde a través de las mediciones de variables bimanuales y
unimanuales (Figura 6) se pudiera extraer una curva de aprendizaje estandar
(Figura 10) donde el entrenamiento produjera disminucién en la variabilidad de la
ejecucion movimiento de ambos efectores superiores y el acople espaciotemporal
entre ellos. Previamente, se ha identificado que el sistema nervioso tiene sesgos
por cierto tipo de patrones con una preferencia particular por los movimientos

simétricos en espejo (Diedrichsen et al., 2010; Kelso et al., 1983; Swinnen &
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Duysens, 2004). Con este protocolo se pudo observar una progresion natural de los

animales a desarrollar los movimientos bimanuales cada vez mas coordinados.

Una vez estandarizado el protocolo conductual, se investigo la participacion
de la proyeccion cortico-estriatal bilateral (M2-IT) en los movimientos
bimanualmente coordinados en ratas. Se encontré6 que las regiones corticales
motoras (M2) coordinan los movimientos bimanuales, mientras que el EDL es
reclutado para darle estabilidad y duracion a la trayectoria. Estas conclusiones se
basaron primero en los resultados de experimentos con animales lesionados
unilateral y bilateralmente en el EDL (Figura 11 y Figura 12jError! No se encuentra
el origen de la referencia.), donde las lesiones afectaron la ejecucion del
movimiento bimanual, reflejado en la disminucion de la correlacion bilateral, el
incremento de la diferencia de tiempo al inicio del movimiento (BOS) y la variabilidad
de los tiempos de inicio (BMQOV), causado por la alteracién de la precision en el
movimiento de una pata para las lesiones unilaterales, o de ambas patas para las
lesiones bilaterales (Figura 12). Ademas, este efecto fue robusto incluso en los
animales sobreentrenados lesionados unilateralmente en el EDL (Figura 13). Esto
sugiere que la lesion del EDL afecta principalmente el control de un efector
individual, lo que impacta indirectamente en el movimiento bimanual. Por lo que si
la funcién del estriado fuera coordinar a los dos efectores, la ausencia de solo uno
(lesion unilateral del EDL) deberia alterar el inicio del movimiento de ambos
efectores y el desarrollo de sus trayectorias; sin embargo, afecta principalmente a
uno, lo que se ajusta a la evidencia del papel del estriado como modulador
momento-a-momento de los movimientos (Dudman & Krakauer, 2016; Hidalgo-
Balbuena et al., 2019; Rueda-Orozco & Robbe, 2015). Por lo que el comando y
control de los movimientos bilaterales deberia de organizarse en las regiones

aferentes al estriado como la corteza motora.

Aunado a esta evidencia, la lesioén unilateral de la corteza motora M1 y M2
antes (Figura 14) o después (Figura 15) del aprendizaje de la tarea de coordinacion
bimanual tiene efectos minimos en el movimiento de ambos efectores superiores.

Es de notar que en reportes previos las lesiones en M1 si afectan movimientos de
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alcance de la pata contralateral a la sitio dafnado (Touvykine et al., 2016); sin
embargo, en esta tarea de coordinacion bimanual, las medidas de sincronia del
inicio del movimiento estan por debajo del control (Figura 14F-J), esto podria
deberse a que se ha mostrado que la corteza M2 mantiene la representacion tanto
de la pata contra como de la ipsilateral posterior a una lesion (Touvykine et al.,
2016), lo que confirma la hipétesis de que una corteza motora funcional es suficiente

para coordinar a ambos estriados.

Para corroborar que la corteza M2 es capaz de modular unilateralmente la
actividad del estriado de ambos hemisferios, se llevaron a cabo experimentos de
manipulacion optogenética de la via cortico-estriatal bilateral M2-IT que indican que
la estimulacion unilateral de las proyecciones bilaterales de M2-IT es capaz de
producir efectos bilaterales, principalmente en la duracién del movimiento de ambos
efectores (Figura 17). De lo anterior, pese a que este efecto conductual fue
acompanado por cambios en la actividad neuronal relacionada con el movimiento
bimanual (Figura 20 y Figura 21) la activacion secuencial de las neuronas del EDL
durante la ejecucion de la tarea se mantuvo intacta (Figura 18). Estos resultados
podrian significar que la via cortico-estriatal esta organizada de forma modular
(Lemke et al., 2019) donde: por un lado, la cinematica del movimiento se codifica
por un grupo de neuronas en el EDL que no es sensible a la estimulacién de las
neuronas M2-IT; por otro lado, los detalles del movimiento bimanual son codificados
por otro grupo de neuronas en el EDL que responden a la estimulacion de las
neuronas M2-IT, fijando, por ejemplo, la duracion del movimiento (Park et al., 2020).
A pesar de que el efecto de la activacion de las neuronas M2-IT es claro
conductalmente (Figura 17), como a nivel neuronal local y en el EDL (Figura 16), no
se puede descartar que la estimulacién unilateral de M2-IT no produzca activacion
antidromica de la corteza contralateral a corteza estimulada. Por lo que, de acuerdo
con la conectividad cortico-cortical, podria favorecer la ejecucién de un movimiento

bimanual exitoso (Deffeyes et al., 2015; Soma et al., 2017; Touvykine et al., 2020).

La estimulacién de las M2-IT no afectan la representacion de las variables

cinematicas en la actividad estriatal (Figura 18). Ante este hallazgo, se podria
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pensar que la proporcion de neuronas responsivas a la estimulacién en M2 no es
suficiente para activar a la poblacion de células en el EDL que codifica a los
parametros cinematicos. Sin embargo, la estimulacion local de M2-IT y el registro
de la corteza M2 recluta al 80% de las neuronas corticales (Figura 16), lo que
confirmaria que el protocolo de estimulacion utilizado y la estrategia optogenética
aqui implementada es robusta y recluta poblaciones neuronales en el EDL que se
modulan diferencialmente en la tarea. Por un lado, las neuronas insensibles a la luz
que codifican la cinematica del movimiento (Figura 19) (Kim et al., 2019; Rueda-
Orozco & Robbe, 2015) y, por el otro las sensibles a la luz que se codifican el
movimiento de los efectores superiores y modulan la longitud (duracion) del mismo
(Figura 20). Estos resultados apoyan que en el EDL se codifica la informacion a
través de modulos comandados por M2 que pueden surgir paralelamente durante

la ejecucidn de una tarea (Lemke et al., 2019; Sjobom et al., 2020).

La estimulacion unilateral de las neuronas M2-IT produjo ese efecto
diferencial en las neuronas moduladas por la tarea (Figura 20). En este punto cabe
discutir dos elementos, el primero es qué efecto puede tener sobre la poblacion de
las neuronas de M2-IT sobre las otras poblaciones de neuronas corticales (IT, ET e
interneuronas inhibitorias) (Figura 16) donde, de acuerdo a la literatura previa, las
neuronas de disparo regular (sin distinguir entre IT o ET) tienen una alta proporcion
de activacion (~33%) durante el periodo de mantenimiento en una tarea de presién
de pedales, mientras que pocas neuronas de las IDR (~11%) se activan en este
periodo (Soma et al., 2017). El segundo es que a pesar de que consideremos una
conexién jerarquica serial entre M2 y el EDL, la estimulacion no produce una
activacioén (excitacion) generalizada de las neuronas del EDL, sino que recluta
subpoblaciones de neuronas (Figura 18, Figura 19 y Figura 20). Al clasificar a las
neuronas estriatales con base en la forma de su espiga, se encontré que esta
estimulaciéon de M2 tiene una amplia incidencia sobre las IDR (Figura 21), esto
coincide con un reporte recientemente publicado donde se muestra que las IDR
reciben las entradas mas fuertes de las cortezas motoras (Johansson & Silberberg,
2020).
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Queda fuera del alcance de este proyecto la participacion de las NEMs de
cada via, la directa y la indirecta, en la ejecucion de esta tarea. Seria interesante
descifrar como se modulan ambas vias estriatales en las distintas fases del
movimiento (desplazamiento fasico/balistico y mantenimiento), ya que la mayoria
de las neuronas moduladas por la tarea pertenecen a la categoria pNEM. De
acuerdo con la evidencia anatomica, las neuronas IT que provienen de cortezas
motoras (M1/M2) tienen conexiones mas abundantes con las NEM-D2 que con las
neuronas NEM-D1 (Wall et al., 2013), aunque los mecanismos de integracion en la
dindamica de un movimiento aun es incierta. Ademas, se ha sugerido recientemente
que ambas poblaciones de NEMs pueden influir en los ajustes posturales
necesarios para ejecutar una tarea de alcance (reaching task) (Lopez-Huerta et al.,
2021). Es de resaltar que las neuronas mas sensibles a la estimulacion fueron las
pIDRy las “otras”. Como se observo, debido al estimulo luminico, hubo incremento
de la tasa de disparo en 30% de las neuronas pIDR, mientras que hubo un
decremento en las “otras”, lo que causé que perdieran su secuencia de activacion
durante el periodo de estimulacion (Figura 21). Estos efectos nos invitan a explorar
mas profundamente los mecanismos de comunicacién neuronal entre las
poblaciones del EDL y lograr distinguir con mayor detalle la influencia de cada tipo
es indispensable para complementar la interpretacion de la comunicacién cortico-

estriatal en los movimiento bimanuales (Kreitzer, 2009; Tepper et al., 2010).

8. Limitaciones y perspectivas

A pesar del esfuerzo por manipular especificamente un grupo de neuronas que se
comunicara bilateralmente con el EDL, aun quedan ciertos puntos a considerar.
Primero, dadas las caracteristicas anatomicas de las neuronas M2-IT no podemos
descartar que la estimulacion optogenética unilateral produzca activacion
antidrémica u ortodromica de la corteza contralateral y que eso podria favorecer los
efectos positivos en la duracién del movimiento bimanual, de acuerdo a los
mecanismos de conectividad cortico-corticales (Deffeyes et al., 2015; Soma et al.,
2017; Touvykine et al., 2020). Segundo, no contamos con las herramientas
optogenéticas para inhibir especificamente a la poblacion de las neuronas M2-IT;
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sin embargo, de tenerlas esperariamos que los movimientos bimanuales fueran mas
cortos (Park et al., 2019). Es decir, el efecto contrario al que produjo la estimulacién
(Figura 17).

A nivel de conectividad, la estimulacion optogenética de las neuronas M2-IT
produjo respuestas complejas en la corteza estimulada (Figura 16), lo que
seguramente modifica la interaccion con otros grupos neuronales como las
neuronas ET o interneuronas inhibitorias. De acuerdo con literatura previa, la
actividad de las neuronas IT influye sobre la actividad de las ET (Morishima &
Kawaguchi, 2006), por lo que no podriamos descartar que tengan participacion en
la ejecucion de esta tarea. Gran proporcion de las neuronas ET proyectan
principalmente al EDL y secundariamente a otros nucleos motores (e.g. coliculo
superior, nucleo pedunculo pontino), ademas de tener aferencias principalmente de
regiones sensoriomotoras corticales (e.g. S1, M1, M2) y talamicas (e.g. VPL, VPM,
VAL), por lo que forman un circuito sensoriomotor especializado cuya actividad
neuronal se relaciona con el inicio, el término y la direccién del movimiento (Nelson
et al., 2021). En esta tarea, dadas sus proyecciones unilaterales, esperariamos que

su manipulacion tuviera un efecto unimanual.

Ademas, logramos identificar que las neuronas estriatales trabajan por medio de
dos moddulos: uno que no modulado por la luz y que codifica la cinematica del
movimiento general; otro modulado por la luz y que codifica para las variables
bimanuales (cuyas neuronas mas sensibles a los efectos de la luz fueron las IDR).
Pese a estos logros, no fuimos capaces de distinguir entre las poblaciones de NEMs
y las otras, cuya gran diferencia fue su respuesta durante el periodo de estimulacién,
pero no en su tasa de disparo o forma de la espiga. Para dilucidar esto, requerimos
otras estrategias con las que podamos manipular las entradas especificas para las
principales poblaciones de neuronas en el EDL, probablemente con el uso de ratas
transgénicas para cada poblacion (NEM-D1, NEM-D2 e IDR) combinado con

vectores virales trans-sinapticos (Nelson et al., 2021; Wall et al., 2013).
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9. Resumen de resultados

10.

Las ratas aprendieron un movimiento bimanual y lograron un acople espacio
temporal entre los efectores superiores naturalmente.

La lesion unilateral del EDL produjo deficiencia en el movimiento bimanual
por la afeccién del movimiento de una pata delantera.

La lesion bilateral del estriado afectd el movimiento de ambas patas
delanteras.

La lesion unilateral de la corteza motora (M1/M2) no afecté el movimiento de
presion las patas delanteras.

La activacion especifica y unilateral de las neuronas M2-IT incremento la
duracion del movimiento bimanual bilateralmente.

La estimulacion de las M2-IT no modificé la representacion de la activaciéon
secuencial de las neuronas del EDL.

La estimulacién de las M2-IT modulé preferentemente a las IDR estriatales.

Conclusion

Estos resultados sugieren que las neuronas cortico-estriatales bilaterales M2-IT son

indispensables para coordinar los movimientos bimanuales y el EDL para modular

los componentes unilaterales del movimiento.
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12. Anexos
Control EDL unilateral EDL bilateral

P25 med P75 | P25 med P75 | P25 med P75
061 076 0.86 | 059 064 069 | 036 045 0.60
0.70 0.77 0.84 | 053 0.63 0.70 | 0.51 0.57 0.74
087 092 094 | 071 085 089|071 0.79 0.86
088 090 094 | 069 086 089 | 074 0.79 0.83
-176  -95 0 -265 -149 146 | -863 -374 -90
-138  -96 -46 | -296 -152 -89 | -378 -227 -8
-100 -64 0 -197 -134 97 | -143 -56 -29
114 -74 -29 | -188 -119 -99 | -468 -128 -96

Correlaciéon bimanual

Tiempo der-izq

BOS (ms) 90 120 204 | 178 226 398 | 137 451 863
68 96 156 | 119 156 326 | 117 301 381
72 85 116 | 107 126 512 81 133 227
60 82 126 | 104 119 208 | 116 146 478
BMOV (ms) 78 126 188 | 1475 291 550 | 116 398 815

56 785 155 | 101 190 294 | 177 306 554
44 78 162 61 141 484 | 124 287 615
36 64 142 63 128 296 | 172 231 392
172 228 308 | 172 359 531 | 263 381 500
122 150 196 | 164 212 292 | 131 186 550
116 159.5 208 | 168 227 280 | 125 179 276
79 106 135 | 129 208 272 | 120 149 212
56 103 117 79 117 125 89 103 117
73.5 97 113 77 113 128 92 109 128
83 125 136 81 132 153 | 111 126 139
81 122 141 73 135 156 | 111 126 142
482 628 788 | 535 872 1144 | 602 1332 1856
336 429 532 | 498 710 915 | 366 699 991
1114 1409 1698 | 1233 1395 1644 | 1643 1799 2008
1012 1232 1434 | 1265 1407 1918 | 1150 1856 2542
11 13 18 10 13 16 13 16 19
8 9 11 9 12 16 10 12 14
12 17 10 11 16 17 21 26
4 10 12 14 11 12 16 19 22 28

Tabla 1. Valores de comparaciones de las variables bilaterales de los animales lesionados antes del
entrenamiento jError! No se encuentra el origen de la referencia..jError! No se encuentra el origen de la
referencia.

Duraciéon (ms)

Velocidad méaxima

(cms™)

Esfuerzo (ms)

Latencia a 100 ensayos

(min)

W N =~ B ODN =2 PP ODN =2 DO DN 2P OODN~22 DO DNA22PEOODN A2 PN~
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Control Lesién EDL Lesién EDL

unilateral bilateral
P25 med P75 P25 med P75 P25 med P75
Correlacion 1 076 086 095 |056 077 093 |062 076 0.95
unimanual 2 067 084 095 |077 08 091 |037 066 0.76
3 068 081 092 068 081 091 [053 060 0.78
4 067 079 09 (069 084 094 |053 068 0.88
Variabilidad 1 017 034 069 (020 053 120 |0.18 049 0.96
dela 2 012 036 071 |020 033 054 |048 1.07 1.81
© trayectoria 3 059 082 117 058 079 1.07 |[115 128 140
S unimanual 4 05 080 106 (049 070 096 |085 117 143
_§ UMOV (ms) 1 12 20 45 8 19 52 7 24 42
% 2 7 21 81 11 18 29 19 36 69
3 8 16 25 7 12 29 6 15 33
4 8 13 20 7 19 45 4 8 11
Duracion 1 152 225 312 131 252 506 226 333 440
(ms) 2 100 164 210 113 184 278 126 226 420
3 76 133 178 118 160 249 77 153 289
4 60 104 144 106 140 221 128 177 274
Correlacion 1 060 071 079 |042 053 067 |036 051 0.69
unimanual 2 057 073 085 |053 064 075 |030 044 058
3 063 076 087 (044 063 080 |[032 046 0.64
4 062 074 083 (037 071 085 |03 060 0.80
Variabilidad 1 059 08 113 (112 143 188 |097 146 203
dela 2 046 073 124 |083 114 159 |136 179 2.08
trayectoria 3 075 098 128 |085 1.06 134 (128 140 1.72
% unimanual 4 078 095 116 |0.74 096 125 |1.00 132 1.58
g UMOV (ms) 1 35 53 83 47 89 236 45 110 258
o 2 21 39 108 40 56 81 58 82 207
3 19 27 53 38 64 123 42 75 139
4 16 26 61 22 48 91 37 52 91
Duracion 1 202 245 352 231 389 612 172 395 586
(ms) 2 122 160 204 175 253 308 112 159 356
3 104 155 214 180 304 364 120 196 317
4 74 110 156 162 259 310 104 136 228

Tabla 2 Valores de comparaciones de las variables unilaterales de los animales lesionados en el EDL antes del
entrenamiento jError! No se encuentra el origen de la referencia..jError! No se encuentra el origen de la
referencia.
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Lesion EDL unilateral
1 2 3 4
Correlacion bimanual P25 0.87 0.66 0.58 0.90
Med 0.89 0.80 0.80 0.79
P75 0.92 0.90 0.88 0.90

BMOV (ms) P25 36 214 964 785

Med 47 336 545 489

P75 7 660 395 210

P25 78 99 104 167

Duracion (ms) Med 105 181 187 191

P75 128 266 247 219

Correlacion unimanual P25 0.81 0.60 0.60 0.61

Med 0.85 0.66 0.65 0.71

P75 0.96 0.74 0.74 0.84

o] Variabilidad de la trayectoria P25 0.45 0.75 0.69 0.64
% unimanual Med 0.64 0.96 0.82 0.77
) P75 073 109 106  1.01
= UMOV (ms) P25 7.25 42.50 27.87 9.12
Med  11.00 27.50 17.50 12.00
P75 15.62 42.50 27.85 18.00

Correlacion unimanual P25 0.73 0.21 0.1 0.16

med 0.78 0.51 0.37 0.43

P75 0.92 0.58 0.57 0.69

© Variabilidad de la trayectoria P25 0.59 1.08 0.98 1.00
S unimanual med 084  1.21 1.20 1.24
E P75 1.00 1.35 1.31 1.41
UMOV (ms) P25  33.73 60.37 104.62 49.75

med 19.12 79.00 137.00 122.00
P75 13.87 190.75 235.75 197.5

Tabla 3. Valores de comparaciones de las variables bilaterales y unilaterales de los animales lesionados en el
EDL después del entrenamiento jError! No se encuentra el origen de la referencia..iError! No se encuentra
el origen de la referencia.
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Correlacién

bimanual

Tiempo

der-izq

BOS (ms)

BMOV (ms)

Duracién (ms)

Velocidad
Maxima

(cm s™?)

Esfuerzo (ms)

Latencia a 100

ensayos (min)

W N =~ BN =2 P ODN -2 DO DN -2 PEPOODNA~A22 DO DN A2 PO DN A2 DEODN -

4

Control Lesion M1 unilateral Lesién M2 bilateral
P25 med P75 P25 med P75 P25 med P75
0.61 0.76 0.86 | 0.66 0.74 0.76 | 068 079 0.84
0.70 0.77 0.84 | 0.71 0.76 0.80 | 0.72 0.77 0.81
0.87 0.92 094 | 090 0.95 096 | 0.89 094 095
0.88 0.90 094 | 090 0.95 0.97 | 0.9 094 0.95
-176 -95 0 -211 -138 -64 -330 -144 -72
-138 -96 -46 -193 -127 -67 -123  -100 -82
-100 -64 0 -66 -36 -16 -72 -48 -40
-114 -74 -29 -53 -35 -3 -82 -58 -40
90 120 204 108 146 208 116 166 333
68 96 156 60 117 230 70 84 129
72 85 116 24 36 72 40 46 74
60 82 126 30 41 73 38 58 92
78 126 188 85 129 220 45 117 250
56 78.5 155 76 138 207 32 53 112
44 78 162 18 22 214 18 23 63
36 64 142 20 33 65 20 24 56
172 228 308 201 301 589 253 353 490
122 150 196 113 156 328 116 173 366
116 159.5 208 77 95 239 83 95 132
79 106 135 69 95 110 61 70 96
56 103 117 110 134 146 78 112 135
73.5 97 113 90 95 101 81 96 100
83 125 136 115 130 146 96 131 137
81 122 141 115 130 138 120 140 152
482 628 788 499 615 1139 517 663 1051
336 429 532 316 433 816 348 446 644
1114 1409 1698 | 998 1510 1702 | 1035 1473 1605
1012 1232 1434 | 950 1001 1243 | 928 1002 1298
11 13 18 9 11 13 7 9 12
8 9 11 8 9 10 7 8 9
8 12 17 11 12 14 11 12 14
10 12 14 10 11 12 12 13 15

Tabla 4. Valores de comparaciones de las variables bilaterales de los animales lesionados en la corteza antes

del entrenamiento jError! No se encuentra el origen de la referencia..
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Control Lesién M1 unilateral | Lesion M2 bilateral
P25 med P75 P25 med P75 P25 med P75
Correlacion 1 076 086 095 |084 09 095 |08 094 0.97
unimanual 2 067 084 09 |079 084 088 |074 085 094
3 068 081 092 |065 078 089 |067 0.80 0.91
4 067 079 09 |070 086 094 |079 091 0.98
Variabilidad 1 017 034 069 |009 024 052 |008 0.13 045
dela 2 012 036 071 |018 026 0.61 |0.16 021 0.38
© trayectoria 3 059 082 117 (072 088 111 (066 092 1.08
g unimanual 4 056 080 106 |066 086 1.06 |064 085 0.98
S  UMOV(ms) 1 12 20 45 7 8 31 6 9 57
% 2 7 21 81 13 18 25 11 16 24
3 8 16 26 3 6 13 2 5 10
4 8 13 20 3 8 17 2 3 11
Duracion 1 152 225 312 183 305 506 240 331 442
(ms) 2 100 164 210 91 129 276 104 150 301
3 76 133 178 56 99 147 53 74 96
4 60 104 144 47 70 118 40 53 84
Correlacion 1 060 071 079 |053 061 078 |066 0.78 0.87
unimanual 2 057 073 085 |055 064 072 (055 065 0.78
3 063 076 087 |054 063 077 (063 0.73 0.81
4 062 074 083 |068 078 089 (070 0.80 0.91
Variabilidad 1 059 085 113 |065 091 142 |050 079 1.18
dela 2 046 073 124 |069 092 122 (063 087 112
trayectoria 3 075 098 128 |[093 118 136 |083 1.02 1.16
% unimanual 4 078 095 116 |082 099 114 089 1.00 1.12
g UMOV (ms) 1 35 53 83 22 42 69 17 46 104
o 2 21 39 108 32 42 55 27 36 50
3 19 27 53 6 8 32 5 7 20
4 16 26 61 7 13 26 5 9 19
Duracién 1 202 245 352 201 306 635 262 334 514
(ms) 2 122 160 204 99 130 322 136 228 374
3 104 155 214 76 96 253 80 113 153
4 74 110 156 66 85 125 72 84 116

Tabla 5. Valores de comparaciones de las variables unilaterales de los animales lesionados en la corteza antes
del entrenamiento jError! No se encuentra el origen de la referencia..
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Lesion corteza unilateral

1 2 3 4
Correlacion bimanual P25 0.90 0.90 0.90 0.91
Med 0.92 0.91 0.92 0.92
P75 0.93 0.93 0.94 0.93

BMOV (ms) P25 48 48 36 56

Med 92 66 69 76
P75 132 118 95 104

P25 90 72 59 30

Duracién (ms) Med 118 105 79 54

P75 140 156 120 88
Correlacion unimanual P25 0.89 0.86 0.87 0.82
Med 0.93 0.91 0.92 0.91
P75 0.97 0.94 0.95 0.93
o] Variabilidad de la trayectoria P25 0.35 0.45 0.36 0.37
% unimanual Med 0.47 0.55 0.46 0.45
i P75 064 067 065 068
= UMOV (ms) P25 10 9 10 11
Med 15 19 18 17

P75 24 30 27 24
Correlacion unimanual P25 0.76 0.77 0.77 0.76
med 0.84 0.81 0.82 0.83
P75 0.88 0.89 0.91 0.89
© Variabilidad de la trayectoria P25 0.62 0.64 0.59 0.57
S unimanual med 0.79 0.79 0.71 0.77
E P75 0.91 0.91 0.81 0.91
UMOV (ms) P25 17 15 15 18

med 30 27 25 32

P75 44 46 42 41

Tabla 6. Valores de comparaciones de las variables bilaterales y unilaterales de los animales lesionados en la
corteza después del entrenamiento jError! No se encuentra el origen de la referencia..
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Correlacion bimanual P25
Med

P75

BMOV (ms) P25

Med
P75
P25
Med
P75

Duraciéon (ms)

Rat012
OFF ON
0.85 0.87
091 0.93
093 0.95

53 29
103 50
260 107
46 440
106 330
198 274

Rat027

OFF
0.82
0.87
0.91

57
84
141
336
208
336

ON
0.73
0.85
0.91

69
106
213
258
352
468

Grupo norm

OFF
0.99
1.00
1.01

0.75
1.00
1.64
0.81
1.00
1.25

ON
0.97
1.00
1.03

0.59
0.94
1.42
1.29
2.04
2.93

Tabla 7. Valores de comparaciones de las variables bilaterales en los experimentos de estimulacién unilateral
en los dos animales representativos y en el grupo normalizado iError! No se encuentra el origen de la

referencia..

Correlacién unimanual

Variabilidad de la trayectoria
unimanual

Duraciéon (ms)

P25
Med
P75

P25
Med
P75
P25
Med
P75

lzquierda
OFF ON
0.70 0.69
0.79 0.82
0.85 0.87
0.50 0.43
0.72 0.61
0.98 1.00
108.08 210.5
162.84 3105
24569 4252

-
7
5

Derecha
OFF ON
0.64 0.58
0.73 0.75
0.78 0.82
0.70 0.59
0.92 0.82
1.11 1.22

147.27  233.00
178.08  323.41
239.69 396.68

Tabla 8. Valores de comparaciones de las variables unilaterales en los experimentos de estimulacion unilateral

iError! No se encuentra el origen de la referencia..
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13. Figuras suplementarias
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Figura 22. La lesion unilateral del estriado dorsolateral afecta parametros de la ejecucion unilateralmente
A) Trayectorias promedio de las Ultimas 10 sesiones de entrenamiento (91-100) de dos animales
representativos separadas en la pata izquierda (contralateral al sitio lesionado, panel superior) y la pata
derecha (panel inferior) en un animal no lesionado (negro) y uno lesionado unilateralmente en el EDL (azul).
(B-D) Curvas de aprendizaje (panel izquierdo) y comparaciones de sesiones especificas en las graficas de
caja y bigote (panel derecho) (De acuerdo con la Figura 10A y 10C) para el grupo no lesionado (negro,
n=17) y el grupo lesionado unilateralmente en el EDL (azul, n=8) para las siguientes variables: B)
correlacion unilateral (K-W; X2=32.987 p<0.001 arriba, X?=74.886 p<0.001 abajo), C) variabilidad de la
trayectoria unilateral (X2=107.976 p<0.001 arriba, X?=78.644 p<0.001 abajo) D) variabilidad unilateral de
tiempos de inicio (UMOV) (X2=26.684 p<0.001 arriba, X?>=150.693 p<0.001 abajo) y E) duracién unilateral
(X?=193.747 p<0.001 arriba, X?=257.3892 p<0.001 abajo). Los datos se presentan como mediana (linea
solida) y los percentiles 25 y 75 (area sombreada). Las graficas de barras representan la mediana y los
percentiles 25y 75 de grupos de 10 sesiones en diferentes momentos de la curva de aprendizaje indicados
en la Figura 10A 'y 10C. Se sefialan con asteriscos y lineas unidas unicamente las diferencias significativas
entre los grupos que corresponden al mismo bloque en la curva de aprendizaje. La linea roja punteada se
coloco para establecer una referencia visual e indica la mediana del primer bloque de sesiones para el
grupo no lesionado.
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Figura 23. La representacion cinematica en el EDL no es afectada por la estimulacion continua de M2-IT
A) Representacion esquematica de 60 s de una sesiéon de entrenamiento con estimulacion en bloques. La
pata izquierda (verde) y derecha (coral). Las lineas punteadas (negro) indican la entrega del reforzador. La
duracion de la estimulacion optica esta indicada con sombreado azul (30 s on/ 30 s off). B) Coeficientes de
correlacion parcial y multiple (valores absolutos) para todas las neuronas registradas en el EDL en el
protocolo de estimulacién en bloques (Figura 8). Los datos mostrados en sombra en la parte posterior
corresponden a los obtenidos por la estimulacién al toque (Figura 19). Las graficas de caja y bigote indican
la media y los percentiles 25 y 75 de los ensayos no-estimulados y estimulados. No se encontraron
diferencias significativas (Post hoc Bonferroni, p>0.05). C) Velocidad maxima de desplazamiento de las
palancas de un animal representativo. D) Trayectorias de posicién (panel superior) y de velocidad (panel
inferior) para la transicion de la cabeza/cuerpo entre el bebedero (posicién en 0 cm) y las palancas (posicion
en 10 en el panel superior) durante las sesiones de estimulacién en bloque. Los ensayos fueron alineados
a la entrega de la recompensa (cabeza de flecha roja). E) Promedio de las trayectorias mostradas en (D).
F) Velocidad maxima de cabeza/cuerpo durante los ensayos no-estimulados y estimulados. U de Mann
Whitney.
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