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Summary

SUMMARY

A common response of the nervous system to a stimulus is a motor response to
obtain a reward, such as moving an arm to reach a piece of food. In this case, the motor
nuclei must process te information about the stimuli (food) in order to choose the most
appropriate motor action to achieve the expected goal. For this, the motor nuclei need to
elaborate the motor plans in such a way that the muscles can perform the appropriate

actions.

Basal ganglia are a group of nuclei that have a crucial role in motor activity.
Putamen belongs to the basal ganglia group, and integrates different types of
information in order to execute a motor action. Putamen seems to be also involved in
sensory processing. However, its specific role in both motor and sensory processes is

still unclear.

For the purpose of better categorizing putamen neurons, we studied their
activity during the performance of multisensory operant tasks. To do that, we trained
two rhesus monkeys to press a lever during the presence of complex stimuli such as
short video-clips showing a human face nodding up and down while pronouncing the
word ‘yes’ or shaking left to right while pronouncing the word ‘no’. During ‘yes’ trials
(motor-related trials), the animals had to press the lever in order to get a reward (a drop
of juice). For ‘no’ trials (non-motor-related trials), no motor action was required and no

reward was given. Trials involved either both image and sound, only image, or only
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Summary

sound. We named each of these task conditions Video and Sound, Only Video, and

Only Sound respectively.

We recorded 191 neurons from the putamen nucleus in two animals while
performing the operant task. Of these, 133 neurons (69.6%) modified their activity at
some point during the task performance (ANOVA, P<0.05). Of these task-related
neurons, 17 (13%) increased their activity just after the video onset and therefore were
classified as visual neurons. More than half of the task-related neurons, 78 (59%),
modified their activity around the lever pressing phase and were classified as action-
related neurons. Lastly, 38 (29%) neurons showed changes in activity during the reward

delivery period and were classified as reward-related neurons.

Visual neurons increased their activity just after video onset in both ‘yes’ and
‘no’ trials. This response was not found in the Only Sound condition despite having the
same stimulus-reward association, therefore excluding a possible role for these neurons
in the preparation of the forthcoming behavioural action. Our data suggest that some
neurons in the putamen may be involved in the processing of pure visual information.
Visual information may reach to this nucleus through connections from the thalamus
and/or from the cerebral cortex (Galvan et al., 2006; Middleton & Strick, 1996; Seger,
2007).

Even though we described primary sensory neurons activated by visual stimuli,
we did not find neurons activated only by sound. However, auditory activity was
reported by Hikosaka et al. (1989a) in primate caudate, as well as by Nagy et al. (2005)
in substantia nigra and caudate nucleus in cats. Moreover, these authors described
multisensory activity in basal ganglia. The reason why we failed to find such activity
may be because we did not use the appropriate auditory stimulus or because we did not

record neurons from the auditory area of the putamen.
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Action-related neurons showed a change of activity around the lever pressing
phase. We studied the neuronal activity in those trials in which animals pressed the
lever when no action was required ('no' trials, ‘wrong pressing’ errors) and in those
trials in which animals did not press the lever when it was required ('yes' trials,
‘missing’ errors). We found the same profile activation in ‘wrong pressing’ errors as in
hits in which animals pressed the lever when it was required (‘yes’ trials). No activation
was observed in the missed trials in which animals did not press the lever when it was
required (during 'yes' trials). Theses results indicate that these action-related neurons
are involved in the movement execution. Action-related neurons were classified in three
groups according to their temporal profile of response: pre-action neurons, peri-action

neurons, and action-suppression neurons.

Out of the 78 action-related neurons, 15 (19%) were classified as pre-action
neurons because their activity increased just before the lever pressing (ANOVA,
P<0.05), suggesting an involvement of these neurons in some of the processes required
for the initiation of a motor action. In this particular context, these pre-action neurons
could be related to the preparation of the forthcoming movement (lever pressing) to
obtain the reward. Some studies have shown changes in firing rate in basal ganglia
before the motor act which was considered as preparatory activity (Romo et al., 1992;

Deftains et al., 2010).

A second population of neurons (N=52, 67%) was classified as peri-action
neurons because their activity increased around lever pressing. The activity of these
neurons suggests their involvement in the execution of movement. This finding agrees
with the concept of the putamen as a motor structure (Ueda & Kimura, 2003; Filatova et

al., 2005).
A third population of neurons was classified as action-suppression neurons

(n=11, 14%) because they showed an increase in activity around the lever pressing

phase in the ‘yes’ trials and a decrease in activity in the same time window in the ‘no’
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trials (ANOVA, P<0.05). We did not observe any hand or arm movements during the
presentation of the ‘no’ trials. In our opinion, the fact that the same neuron showed
different responses in ‘yes’ and ‘no’ trials could be related to the automatic component
of the movement. Several studies have shown that as performance improves in an
operant task, movements become automatic and consequently the pattern of neuronal
activity changes (Barnes et al., 2005; Tang et al., 2007). Moreover, many studies have
proposed that connections between basal ganglia and prefrontal cortex would allow
automatic motor habits acquisition (Middleton & Strick, 2002; Draganski et al., 2008).
Indeed, the changes in neural activity we observed during non-motor-related trials
always occurred in the phase where the lever would have been pressed if the trial had
been motor-related. The decrease in activity we found in these neurons during the ‘no’
trials could be related to the withholding of movement. Some brain structures may send
commands to the putamen to cancel or modulate neural motor activity. The inferior
frontal cortex has been linked to the inhibition of an already initiated response (Aron et
al., 2004). Therefore, this cortical area may have influenced the basal ganglia to exert an
executive control by inhibiting the motor plans. Furthermore, other authors have
described striatal neurons that are activated during an unrewarded withholding of
movement, suggesting their role in movement suppression (Apicella et al., 1992;
Schultz & Romo, 1992; Romero et al., 2008). Finally, some authors (Lee & Assad,
2003; Lee et al., 2006) have proposed that changes in neural activity in the absence of
movement can provide a signal indicating that movement has been successfully
suppressed, and these changes are not directly related to movement execution. The role
of the putamen in movement suppression could account for some motor disorders, such
as Parkinson's disease which is characterized by a decrease in voluntary movements and

an increase in involuntary movements.

Reward-related neurons modified their activity just after reward delivery
(N=38, 29%, ANOVA, P<0.05). Most of them (87%) showed increased firing rates,
whereas 5 out of 38 neurons (13%) showed decreased firing rates. Several studies have

shown that putamen activity can be modulated not only by reward onset (Apicella et al.,
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1997; Ravel et al., 2003) but also by stimuli that precede reward (Aosaki et al., 1994;
Kimura et al., 1984). To test the effect of reward alone on these neurons, we delivered
drops of juice with no previous stimulus presentation. We found that this control test
elicited the same activation than the three task conditions (ANOVA, P<0.05; Video and
Sound, Only Video, and Only Sound). That confirms that this reward-related activity
was elicited neither by the motor action nor by the visual or auditory stimuli that

preceded the reward.

We report that putamen neurons process visual, motor, and reward information.
Our results suggests that these neurons may be involved in the processing of
behaviourally significant events, and that such information would become available for

subsequent use in the planning and control of motor behaviour.
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Introduccion

El entorno que nos rodea contiene un gran numero de estimulos, pero sélo una
parte de los estimulos pasa el filtro atencional. Los estimulos considerados importantes
para nuestra supervivencia son procesados por nuestro cerebro y determinaran nuestra
conducta. Tras su procesamiento, escogemos la reaccion mas adecuada y ejecutamos las

acciones necesarias para que ésta se lleve a cabo.

Una de las reacciones mas comunes ante la presentacion de un estimulo
relevante es una respuesta motora. Para realizar esta compleja accion, el cerebro
primero recibe y procesa la informacion sensorial, después elige la respuesta motora
mas adecuada y, por ultimo, envia la orden motora a los musculos de los drganos

efectores para realizar el movimiento.

Los ganglios basales (GB) intervienen en la coordinaciéon motora. Dentro de
este conjunto de nucleos cerebrales, el putamen ha sido relacionado tradicionalmente
con el control del movimiento (Georgopoulos y cols., 1983; Kimura y cols., 1984).
Ademas muchos estudios sugieren un papel del putamen en el procesamiento de
estimulos sensoriales (Chudler y cols., 1995; Graziano y Gross, 1993; Kimura, 1992). A
pesar del gran numero de estudios centrados en el putamen todavia no se conocen sus
funciones especificas ni los mecanismos neuronales a través de los cuales interviene en

la coordinacion sensoriomotora.
El aprendizaje de la relacion entre un estimulo y sus efectos es conocido como

aprendizaje asociativo. Hay dos tipos de aprendizaje asociativo, el aprendizaje por

condicionamiento clasico o Pavloviano y el aprendizaje por condicionamiento operante
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o instrumental. En el primero, un estimulo que provoca una respuesta en el organismo
(estimulo incondicionado) se asocia con otro estimulo neutro que inicialmente no
provoca ninguna respuesta (estimulo condicionado). Con el tiempo, el estimulo
condicionado provoca la misma respuesta que el estimulo incondicionado. Un ejemplo
de este tipo de aprendizaje es la salivacion provocada por un sonido (estimulo
condicionado) tras ser presentado contingentemente con un alimento (estimulo
incondicionado). El aprendizaje por condicionamiento operante implica la realizacion
de una acciéon como respuesta a un estimulo. Cuando la acciéon genera un efecto
agradable, hablamos de reforzamiento positivo. Cuando la accion evita un efecto

desagradable, estamos ante un reforzamiento negativo.

En el presente estudio utilizamos una tarea operante con reforzamiento positivo
en la que el animal, tras la presentacion de un estimulo, debe ejecutar una respuesta
motora (el pulsado de una palanca) para obtener una recompensa (zumo de manzana).
Esta es una tarea compleja que requiere el procesamiento de un estimulo y la ejecucién
de un acto motor adecuado. Con ella hemos podido analizar la actividad de las neuronas
del putamen en relacion con la presentacion de diferentes estimulos sensoriales, la

respuesta motora y la obtencion de recompensa.

1. DESCRIPCION ANATOMICA Y FISIOLOGICA DE LOS GANGLIOS
BASALES

Los nticleos que forman los GB son el putamen, el caudado, el globo palido, la
sustancia negra y el nucleo subtalamico. Reciben informacién de gran parte de la
corteza cerebral y del talamo. A su vez, reenvian informacién a la corteza a través del
talamo y del tronco encefalico (DeLong, 2000; Galvan y cols., 2006; Utter y Basso,
2008). Trabajos recientes han encontrado proyecciones entre los GB y el cerebelo.
Hoshi y cols. (2005) observaron que el ntcleo dentado del cerebelo (nucleo de salida)

estd conectado con el estriado (nucleo de entrada). Bostan y cols. (2010) hallaron

20



Introduccion

conexiones entre el nicleo subtalamico (NST) y la corteza del cerebelo. En la siguiente

figura se muestran los nucleos que forman los GB en dos cortes coronales de mono

rhesus (macaca mulatta) (Figura 1).
A B

Caudado Putamen’y “
.
..' . -
o
Pu tamen

&2 Nicleo

Sustancia
Negra

Figura 1: Cortes coronales de mono rhesus (macaca mulatta) mostrando el
putamen, el caudado, el nicleo subtal&mico, la sustancia negra, y el globo pélido. A.
Corte coronal 10.65 mm anterior respecto al eje interaural. B. Corte coronal 8.40
mm anterior respecto al eje interaural (Paxinos y cols, 2000). Tomado de

www.brainmuseum.org.

A nivel funcional, los GB se dividen en una parte dorsal y otra parte ventral. La
parte dorsal esta formada por el estriado dorsal (que incluye el putamen y el caudado
dorsal), el globo palido dorsal, el NST, y la sustancia negra (que incluye la sustancia
negra compacta y la sustancia negra reticulada). Esta parte dorsal de los GB esta
relacionada con funciones motoras y de asociacion. La parte ventral de los GB esta
formada por el estriado ventral, el globo palido ventral, y el area tegmental ventral, que
es una continuacion de la sustancia negra compacta. El area tegmental ventral pertenece

al sistema limbico, conjunto de nucleos relacionados con las emociones (Bolam y cols.,

2009, Galvan y cols., 20006).

La mayor parte de las neuronas de los GB son GABAérgicas, excepto las
neuronas glutamatérgicas del NST, las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra

compacta (SNc) y una poblacion de interneuronas del estriado que utilizan acetilcolina
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como neurotransmisor (Bolam y cols., 2000). En cuanto a las conexiones de entrada, los
GB reciben en su mayoria neuronas glutamatérgicas que provienen de la corteza y el
talamo. Las proyecciones talamicas y las corticales, formadas por neuronas piramidales,
establecen sinapsis con las neuronas medias espinales gabaérgicas del estriado
ipsilateral y, en menor medida, del estriado contralateral. Algunas conexiones también

llegan al NST.

De manera muy esquematizada, la informacion motora se transmite por los GB
tal como se muestra en la Figura 2. La informacion que proviene de la corteza y del
talamo, es procesada por el estriado y después es enviada a los nucleos de salida de los
GB, el globo palido interno (GP1i) y la sustancia negra reticulada (SNr). La informacion
llega a los nucleos de salida a través de dos vias: la via directa y la via indirecta, que
seran descritas mas adelante. Una vez procesada la informacion, va de nuevo al tdlamo,
que a su vez conecta con la corteza y con nucleos del tronco encefalico relacionados con
el movimiento, como los coliculos superiores, el nicleo pedunculopontino, la habénula
lateral, y la formacion reticular (Bolam y cols., 2009; DeLong, 2000). Finalmente, la

corteza envia las 6rdenes motoras a los drganos efectores para realizar el movimiento.

O

TALAMO CORTEZA

® ® ®

[glu @ ORGANOS EFECTORES
GPi/SNr ESTRIADO|| PARA REALIZAR EL
[]casa MOVIMIENTO

Figura 2: Dibujo esquematico mostrando el procesamiento de la informacion en los
GB. En color azul se representan los nucleos que utilizan glutamato (glu) como
neurotransmisor. En color rojo, los ndcleos que utilizan acido gamma-aminobutirico
(GABA) como neurotransmisor. Las flechas indican el flujo de informacion y el
neurotransmisor utilizado.
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El talamo conecta con la corteza a través de diferentes circuitos separados tanto
anatomica como funcionalmente. El circuito esqueletomotor envia proyecciones a la
corteza motora primaria, premotora, y el area motora suplementaria. El circuito
oculomotor se dirige a las cortezas prefontal, dorsolateral y orbitofrontal lateral. Por
ultimo, el circuito limbico alcanza el area cingulada anterior y la corteza orbitofrontal
interna. Diferentes areas de la corteza, a su vez, envian conexiones a determinados
nucleos de los GB. Las areas de asociacion de la corteza proyectan al caudado y a la
parte anterior del putamen, las areas sensitivomotoras proyectan al putamen central y
caudal, y las areas limbicas proyectan al estriado ventral y al tubérculo olfatorio (Brown

y cols., 1997; DeLong, 2000).

Dentro de los GB, se diferencian los nticleos de entrada (nucleo del estriado y
NST), los nucleos intermedios (globo palido externo o GPe y SNc), y los nucleos de
salida (GPi y SNr). En la Figura 3 se muestran esquematicamente las principales
conexiones entre los diferentes ntcleos pertenecientes a los GB, asi como las

conexiones entre los GB con el tdlamo y la corteza.
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Figura 3: Dibujo esquematico mostrando las conexiones de los ndcleos que forman
los GB. En color azul se representan los nicleos que utilizan glutamato como
neurotransmisor (glu). En rojo, los nucleos que utilizan &cido gamma-aminobutirico
(GABA) como neurotransmisor. En verde, el ntcleo que utiliza dopamina (DA) como
neurotransmisor. Las flechas indican el flujo de informacién y el neurotransmisor
utilizado.



Introduccion

1.1. Ntcleos de entrada

1.1.1. Estriado (putamen y caudado)

El putamen y el caudado, separados por la capsula interna, forman el nucleo
del estriado. La mayor parte de las neuronas del estriado, entre un 90 y un 95%, utilizan
GABA como neurotransmisor principal y establecen sinapsis simétricas (Gray tipo II),

en las que las membranas presinaptica y postsinaptica presentan un grosor semejante.

El estriado es el nucleo de los GB que mas aferencias recibe de otras
estructuras (Figura 4). Recibe conexiones excitatorias glutamatérgicas del talamo y la
corteza, que forman sinapsis asimétricas (Gray tipo I), en las que la membrana
presinaptica es de menor grosor que la postsinaptica. A través de estas conexiones llega
informacion sensorial de tipo auditivo, visual y somatosensorial (Marchand, 2010; Utter

y Basso, 2008).

CORTEZA | [TALAMO

‘ SNc \ | ESTRIADO | ‘ GPe \

D glu [

(] cABA | Gpiisnr

(Joa
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ENCEFALICO

Figura 4: Dibujo esquematico mostrando las principales conexiones del estriado. En
color azul se representan los nucleos que utilizan glutamato (glu) como
neurotransmisor. En rojo, los nucleos que utilizan acido gamma-aminobutirico
(GABA) como neurotransmisor. En verde, los ndcleos que utilizan dopamina (DA)
como neurotransmisor. Las flechas indican el flujo de informacién y el
neurotransmisor utilizado.
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Nicleos de entrada

Asimismo, las neuronas del estriado reciben proyecciones dopaminérgicas de

la SNc¢ (Bolam y cols., 2000) y GABAérgicas del GPe.

Muchas de las proyecciones que recibe el estriado estan organizadas
topograficamente y esta ordenacion hace que el estriado se divida en sensoriomotor,
asociativo y limbico (Nakano y cols., 2000; Parent y Hazrati, 1995). El estriado
sensoriomotor se corresponde con el area dorsolateral de la region postcomisural del
putamen y con el area dorsolateral de la cabeza del caudado. Recibe proyecciones de la
corteza primaria motora, premotora, suplementaria, cingulada motora y de la corteza
somatosensorial. El estriado asociativo estd formado por el putamen rostral a la
comisura anterior, por la mayor parte de la cabeza del caudado y el area medial del
cuerpo y la cola. Recibe proyecciones de varias areas de asociacion de la corteza, como
el cortex prefrontal, temporal, parietal posterior y preoccipital, asi como del area ocular
frontal y ocular suplementaria. Por ultimo, el estriado limbico estd formado por el
nicleo accumbens, las areas ventrales del putamen y el caudado, y la parte mas
profunda del tubérculo olfatorio. Recibe conexiones del hipocampo, amigdala y otros

nucleos del sistema limbico.

El estriado, a su vez, envia proyecciones inhibitorias a través de neuronas
medias espinales GABAérgicas al GPe, a la SNc, al GPi y a la SNr, asi como al nticleo
dopaminérgico del mesencéfalo (Marchand, 2010) (Figura 4). Existen dos poblaciones
de neuronas GABA¢érgicas en funcion de las regiones que inervan y su neuroquimica.
Una poblacion de neuronas da lugar a la via directa que proyecta a los nicleos de salida
de los GB (GPi y SNr). La otra poblacion de neuronas da lugar a la via indirecta que
proyecta al GPe. Ambas poblaciones de neuronas envian neuronas colaterales que
inervan otras neuronas medias espinales GABAérgicas (tanto la via directa como la
indirecta seran abordadas con mas detalle en el apartado 1.4 titulado ‘Las tres vias de

los ganglios basales’).

Los dos receptores dopaminérgicos del estriado (D1 y D2) dan lugar a dos

tipos de actividades diferentes: la uniéon de la dopamina (DA) a un receptor
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Introduccion

dopaminérgico D1 provoca la despolarizacion de la neurona mientras que su unioén a un
receptor dopaminérgico D2 provoca su hiperpolarizacion. Por esto se ha sugerido que
las neuronas del estriado con receptores D1 facilitan la transmision de informacion y las

neuronas con receptores D2 la reducen (Marchand, 2010, Utter y Basso, 2008).

1.1.2. Nucleo subtalamico (NST)

El NST es un nucleo de pequefio tamafio situado por debajo del talamo. Junto
con el estriado es uno de los nicleos de entrada de los GB, es decir, recibe conexiones
de otras estructuras del cerebro. Utiliza glutamato como neurotransmisor por lo que, a
diferencia de la mayor parte de los nucleos de los GB, envia proyecciones excitatorias a

aquellas regiones que inerva.

El NST recibe proyecciones glutamatérgicas de la corteza y del talamo,
GABAérgicas del GPe, dopaminérgicas de la SNc, serotonérgicas del nucleo del rafe
dorsal, colinérgicas del nucleo pedinculopontino (NPP) del tronco cerebral, y
dopaminérgicas del coliculo superior (Coizet y cols., 2009) (Figura 5). La informacion
que el NST recibe de la corteza proviene de la zona ipsilateral de la corteza motora,

cingulada anterior, insular dorsal y regiones del cortex frontal anterior.

El NST, a su vez, envia conexiones glutamatérgicas que forman sinapsis
asimétricas con los nticleos de salida de los GB (GPi y SNr), con el GPe, la SNc y el
NPP (Figura 5). Este nucleo puede abortar de forma repentina un movimiento a través
de la activacion de las neuronas inhibitorias del GPi, dando lugar a una inhibicion de los
nucleos motores del tronco encefalico que inervan. El resultado final es una inhibicion
del movimiento (Aron y Poldrack, 2006). Este circuito neuronal es conocido como via

hiperdirecta y se explicara en detalle en el apartado 1.4.3 titulado ‘La via hiperdirecta’.
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Figura 5: Dibujo esquemético mostrando las principales conexiones del NST. En
color azul se representan los nucleos que utilizan glutamato (glu) como
neurotransmisor. En rojo, los nicleos que utilizan acido gamma-aminobutirico
(GABA) como neurotransmisor. En verde, los nucleos que utilizan dopamina (DA)
como neurotransmisor. Las flechas indican el flujo de informacion y el
neurotransmisor utilizado.

1.2 Ndcleos intermedios

1.2.1. Globo pélido externo (GPe)

El GPe recibe proyecciones GABaérgicas del estriado, glutamatérgicas del
NST, dopaminérgicas de la SNc, y neuronas colaterales de otras neuronas del globo
palido. En cuanto a la informacion de salida, envia proyecciones GABA¢érgicas al NST,
a los nucleos de salida de los GB (con los que establece sinapsis simétricas), a la SNc y
axones colaterales a las neuronas medias espinales del estriado. Una neurona del GPe
puede inervar a cientos de neuronas medias espinales, por lo que este nucleo tiene un
gran control sobre el estriado. En la Figura 6 se presentan sus conexiones de forma

esquematica.
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Figura 6: Dibujo esquematico mostrando las principales conexiones del GPe. En
color azul se representan los nucleos que utilizan glutamato (glu) como
neurotransmisor. En rojo, los nucleos que utilizan acido gamma-aminobutirico
(GABA) como neurotransmisor. En verde, el nucleo que utiliza dopamina (DA) como
neurotransmisor. Las flechas indican el flujo de informacién y el neurotransmisor
utilizado.

1.2.2. Sustancia negra compacta (SNc)

La mayor parte de las neuronas de la SNc son dopaminérgicas, aunque también
se ha hallado una pequefia poblacion de neuronas GABAérgicas. Las neuronas
dopaminérgicas contienen neuromelanina, un pigmento oscuro derivado de la dopamina
oxidada y polimerizada, responsable del color oscuro de esta estructura. La
neuromelanina incrementa con la edad y se acumula en grandes granulos lisosémicos de

los cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas.

La SNc recibe proyecciones GABAérgicas del estriado y el GPe,
glutamatérgicas del NST, colinérgicas del NPP del tronco encefalico, y serotonérgicas
del ntcleo del rafe dorsal. Estas aferencias se realizan a través de sinapsis simétricas. A
su vez, la SNc envia proyecciones principalmente al estriado, formando el sistema
dopaminérgico nigroestriatal. E1 GPe y el NST también reciben informacion de la SNc a

través de neuronas colaterales (Figura 7).
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Figura 7: Dibujo esquematico mostrando las principales conexiones de la SNc. En
color azul se representan los ndcleos que utilizan glutamato (glu) como
neurotransmisor. En rojo, los ndcleos que utilizan &cido gamma-aminobutirico
(GABA) como neurotransmisor. En verde, los nicleos que utilizan dopamina (DA)
como neurotransmisor. Las flechas indican el flujo de informacién y el
neurotransmisor utilizado.

1.3 Nucleos de salida

El GPi y la SNr son los nucleos de salida de los GB. Envian proyecciones
GABA¢rgicas al tadlamo y a estructuras subcorticales relacionadas con el movimiento,
entre las que se encuentran los coliculos superiores, la formacion reticular parvocelular,

la habénula lateral, y el NPP.
Ambos ntcleos, reciben a su vez proyecciones inhibitorias de las neuronas

medias espinales GABAérgicas del estriado (formando la via directa), del GPe y

proyecciones glutamatérgicas del NST (Figura 8).
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Figura 8: Dibujo esquemético mostrando las principales conexiones de los nucleos
de salida de los GB (GPi/SNr). En color azul se representan los nucleos que utilizan
glutamato (glu) como neurotransmisor. En rojo, los nucleos que utilizan &cido
gamma-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor. En verde, el ndcleo que
utiliza dopamina (DA) como neurotransmisor. Las flechas indican el flujo de
informacién y el neurotransmisor utilizado.

1.4 Las tres vias de los GB

Los nucleos de salida de los GB, el GPi y la SNr, inhiben de forma continua las
regiones que inervan del talamo y del tronco encefalico. Se cree que esta inhibicion esta
controlada por dos vias: la via directa y la via indirecta. Ambas parten del estriado y
terminan en los nticleos de salida de los GB. Ademas, recientemente se ha propuesto la
existencia de una tercera via, la via hiperdirecta que bloquea la via directa a través del

NST. A continuacion se explicara el funcionamiento de las tres vias de los GB.
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1.4.1 La via directa

La via directa se origina en las neuronas del estriado que tienen receptores D1.
El estriado envia proyecciones inhibitorias a los nucleos de salida (GPi y SNr), por lo
tanto, cuando éste se activa los nucleos de salida disminuyen su actividad. Ello provoca
una disminucion de la actividad inhibitoria de los nucleos de salida sobre los nticleos
motores del talamo y del tronco encefalico. Como consecuencia, los nicleos motores
del talamo y del tronco encefalico aumentan su actividad, lo que provoca la activacion
de los nticleos de la corteza que inervan. Por tltimo la corteza envia las 6rdenes motoras
necesarias para la realizacion del acto motor (Figura 9). Por lo tanto, la activacion de la

via directa tiene como consecuencia la ejecucion de un movimiento.
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Figura 9: Esquema de la via directa de los GB mostrando los ndcleos implicados y
sus correspondientes neurotransmisores. En color azul se representan los nicleos
que utilizan glutamato (glu) como neurotransmisor. En rojo, los ntcleos que utilizan
acido gamma-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor. Las flechas rojas
indican inhibicién, las flechas azules indican activacion, y las flechas tachadas
indican que la actividad del nlcleo ha sido inhibida. Las flechas indican el flujo de
informacion y el neurotransmisor utilizado.
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1.4.2 La via indirecta

En la via indirecta intervienen mas nticleos de los GB que en la via directa.
Esta via comienza con la activacion de las neuronas del estriado con receptores D2, lo
que produce una inhibicién del GPe que inervan. Como consecuencia, el GPe deja de
inhibir a las neuronas del NST provocando la activacion de éste. A su vez, el NST envia
sus proyecciones excitatorias al GPi y a la SNr, lo que provoca un aumento de la
actividad inhibitoria de estos nticleos sobre el talamo y el tronco encefalico. Como
consecuencia, los nucleos de la corteza inervados por el tdlamo y el tronco encefalico
son inhibidos. Todo este proceso da lugar a una inhibicion de los movimientos (Figura

10).
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Figura 10: Esquema de la via indirecta de los GB mostrando los ntcleos implicados
y sus correspondientes neurotransmisores. En color azul se representan los nlcleos
que utilizan glutamato (glu) como neurotransmisor. En rojo, los nicleos que utilizan
acido gamma-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor. Las flechas rojas
indican inhibicién, las flechas azules indican activacion, y las flechas tachadas
indican que la actividad del nlcleo ha sido inhibida. Las flechas indican el flujo de
informacion y el neurotransmisor utilizado.
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1.4.3 La via hiperdirecta

Recientemente se ha planteado la existencia de una tercera via conocida como
la via hiperdirecta, que provoca el bloqueo de la via directa a través del NST (Aron y
Poldrack, 2006; Nambu y cols., 2002). El NST recibe conexiones de la corteza, por lo
tanto, es un nucleo de entrada de los GB, junto con el estriado. La corteza activa al NST
mediante sus conexiones excitatorias. A su vez, el NST activa al GPiy a la SNr, lo que
da lugar a un aumento de su actividad inhibidora sobre el talamo y el tronco encefalico.
Esto provoca la inhibicion de los niicleos corticales, dando lugar a la inhibicion motora

(Figura 11).
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Figura 11: Esquema de la via hiperdirecta de los GB mostrando los nucleos
implicados y sus correspondientes neurotransmisores. En color azul se representan
los ndcleos que utilizan glutamato (glu) como neurotransmisor. En rojo, los nicleos
que utilizan &cido gamma-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor. Las flechas
rojas indican inhibicién, y las azules indican activacion. Las flechas indican el flujo
de informacion y el neurotransmisor utilizado.

Por lo tanto, la inhibicién de la respuesta motora puede producirse a través de
dos vias: la via indirecta y la via hiperdirecta, produciéndose en ambas la activacion del
NST. La diferencia entre ambos mecanismos es que mediante la via hiperdirecta la

inhibiciéon motora es mas rapida al intervenir menos nucleos de los GB.

Las tres vias deben funcionar de forma coordinada para que la actividad motora

se produzca de forma eficiente.
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2. EL PUTAMEN

2.1 Descripcién general del putamen

El putamen se sithia lateralmente al caudado y estd separado de éste por la
capsula interna (Figura 12). Putamen y caudado forman el estriado, el principal nticleo
de entrada de los GB. Ambos nucleos contienen el mismo tipo de neuronas y de
circuitos, por ello son considerados por muchos autores una tnica estructura dividida en

dos partes (Utter y Basso, 2008).
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Figura 12: Localizacion del putamen y el caudado. Tomado de
www.sciencemuseum.org.uk.

La mayor parte de las neuronas del putamen son neuronas medias espinales
GABA¢érgicas. Este ntcleo también contiene interneuronas que conectan con la SNc
(entre un 3 y un 10 % de su total dependiendo de la especie animal), e interneuronas
GABAérgicas, de tres tipos. Un tipo de estas interneuronas expresan la proteina
parvalbumina, y reciben proyecciones de la corteza, el tdlamo y del GPe. Otro tipo de

interneurones GABA¢&rgicas expresa la 6xido-nitrico-sintasa, y un ultimo grupo expresa
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calretinina. Por Gltimo, el putamen también contiene interneuronas colinérgicas que
reciben proyecciones de la corteza, del tdlamo, y de las neuronas medias espinales del

propio putamen (Bolam y cols., 2009).

El putamen recibe numerosa y variada informacion de otras estructuras del
cerebro. Fundamentalmente es informacion motora y sensorial que proviene de la
corteza y del talamo, por lo que se considera un nticleo importante en la integracion de
informacion. En cuanto a la informacion eferente, el putamen envia proyecciones
GABAérgicas al GPe, al GPi y a la SNr, asi como al nicleo dopaminérgico del
mesencéfalo (Marchand, 2010). El putamen es, junto al caudado, el nicleo donde
comienzan la via directa e indirecta de los GB, por lo que tiene un papel primordial en

la funcion motora.

Diferentes estudios electrofisiolégicos han demostrado la existencia de dos
poblaciones de neuronas en el putamen: neuronas con actividad fasica (PANs) y
neuronas con actividad tonica (TANs) (Blazquez y cols., 2002; Yamada y cols., 2004;
Lee y cols., 2006). Las PANs son neuronas medias espinales que presentan una
descarga basal baja, mientras que las TANs son interneuronas colinérgicas
caracterizadas por una descarga basal alta (Apicella y cols., 1997; Kimura y cols., 1996;
Wilson y cols., 1990). Mas especificamente, las PANs muestran una descarga basal
menor de 2 spikes/s mientras que las TANs muestran una descarga basal igual o mayor
de 2 spikes/s (Blazquez y cols., 2002; Yamada y cols., 2004; Lee y cols., 2006). Segun
Apicella. (2002) las PANs aumentan su actividad de forma sostenida o transitoria, en
cambio las TANs disminuyen su tasa de descarga ante la presentacion de estimulos.
Ademas se han identificado diferentes funciones para estas dos poblaciones neuronales:
las PANs se relacionan con el movimiento y aprendizaje de respuestas motoras ante
estimulos y se activan en diferentes fases de la ejecucion de la tarea. Las TANs se
relacionan con el procesamiento de estimulos de la tarea como estimulos condicionados

y estimulos reforzantes, por lo que tienen un importante papel en el aprendizaje de la
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asociacion estimulo-recompensa (Deffains y cols., 2010, Ravel y cols., 2001). En la

Figura 13 se presentan ejemplos de neuronas TAN y PAN registradas en el putamen.
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Figuras 13: Poblacién de TANS (columna de la izquierda) sincronizadas con la
presentacion del estimulo que predice la presentacion de recompensa N=69
neuronas. Poblacién de PANS (columna de la derecha) sincronizadas con el
movimiento realizado tras la presentacion de un estimulo. N=78 A: Media de la
poblacién. B: Histogramas de neuronas que incrementan (negro) o disminuyen
(blanco) su actividad basal. Bin=50ms. Modificado de Lee y cols. (2006).

2.2 Funciones del putamen

El putamen ha sido relacionado tradicionalmente con el control del movimiento
(Georgopoulos y cols., 1983; Kimura y cols., 1984). Esta relacion se observo en los
pacientes con trastornos motores como la enfermedad del Parkinson, y la enfermedad de
Huntington. En general, este tipo de trastornos estan relacionados con alteraciones en
los GB, y se caracterizan por sintomas motores como temblores, lentitud de
movimientos, aparicion de movimientos involuntarios, alteracién de la postura y del

tono muscular, etc. (DeLong y Wichman, 2007).
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Sin embargo, el control motor no es la Gnica funcién del putamen. Numerosos
estudios electrofisiologicos han puesto de manifiesto la importancia del putamen en el
aprendizaje asociativo. Se ha demostrado que este nucleo participa en el aprendizaje de
las relaciones entre estimulos y sus consecuencias (Blazquez y cols., 2002, Hadj-
Bouziane y Boussaoud, 2003). También se ha demostrado su papel en el procesamiento
de estimulos sensoriales (Kimura, 1992; Yamada y cols., 2004), asi como en varias
funciones cognitivas (Brown y cols., 1997; Zgaljardic y cols., 2004). A continuacion se

realizara una descripcion mas detallada de las diferentes funciones del putamen.

2.2.1 Procesamiento de estimulos sensoriales

El putamen esta implicado en el procesamiento de estimulos sensoriales. Esta
informacion sensorial proviene fundamentalmente de los coliculos superiores que
envian informacion visual al putamen a través del talamo (McHaffie y cols., 2005;
Redgrave y cols., 2010) y de la corteza, de la que recibe conexiones directas (Bolam y
cols., 2009). Kimura (1992) registro en primates neuronas del putamen que se activaban
ante la presentacion de estimulos visuales. Estas neuronas se agrupaban en dos
poblaciones en funcion de su perfil de activacion. Una poblacion mostraba una alta
activacion ante los estimulos visuales que indicaban al animal que debia realizar un
movimiento para obtener recompensa y una baja activacion ante los estimulos visuales
que indicaban que no debia realizar ningiin movimiento. Estos datos sugieren que esta
poblacion de neuronas del putamen procesa tanto la informacién visual como la
informacion relacionada con la recompensa. La otra poblacion neuronal mostraba la
misma actividad ante los dos tipos de estimulos visuales, lo que significa que esta
poblacion de neuronas unicamente procesa la informacion visual. Igualmente Graziano
y Gross (1993) describieron actividad visual en el putamen de primates y Schulz y cols.

(2009) en el estriado de ratas.
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Respecto al procesamiento de informacion auditiva, Kimura (1992) describio
actividad auditiva en el putamen de primates. También Chudler y cols. (1995)

estudiaron neuronas moduladas por estimulos auditivos en el putamen de ratas.

Algunos autores han descrito actividad somatosensorial en el putamen. Asi,
Graziano y cols. (1993) descubrieron en primates neuronas con respuestas a estimulos
somatosensoriales como el movimiento de una articulacion o la presion sobre un
musculo. Estudios con ratas también muestran actividad somatosensorial en el putamen

(Chudler y cols., 1995).

Por ultimo, se han descrito neuronas multisensoriales en algunos nucleos de los
GB. Graziano y Gross (1993) hallaron neuronas del putamen de primates que mostraban
cambios de actividad ante estimulos visuales y somatosensoriales. En un estudio
realizado en ratas, Chudler y cols. (1995) registraron actividad neuronal ante estimulos
auditivos y somatosensoriales en el putamen. Ademas, Nagy y cols. (2005) demostraron
que en la SN y el caudado de gatos, la misma neurona se activaba ante estimulos
visuales, auditivos y somatosensoriales. Todos estos datos sugieren la existencia de
proyecciones que llevan informacion multisensorial procedente de diferentes estructuras

cerebrales al putamen, donde es integrada y procesada.
2.2.2. Aprendizaje

Estudios electrofisioldgicos y estudios de pacientes con alteraciones en los GB
han puesto de manifiesto la relacion del putamen con el aprendizaje. El sustrato
neuronal de esta relacion se halla en el circuito limbico, que conecta el talamo con el

area cingulada anterior y la corteza orbitofrontal interna.

Numerosos estudios electrofisiologicos han descrito el papel de las neuronas

del putamen en el aprendizaje de conductas encaminadas a obtener recompensa. Asi,
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trabajos como los de Barnes y cols. (2005), Tang y cols. (2007), y Tang y cols. (2009)
en ratas, describen neuronas del putamen que aumentan su actividad basal durante el
aprendizaje de una secuencia de movimientos para obtener recompensa. Sin embargo,
esta actividad disminuye tras la adquisicion del aprendizaje. Estos datos sugieren que el

putamen esta implicado en el aprendizaje de actos motores.

Otro amplio grupo de estudios realizados en primates se centran en analizar la
actividad neuronal del putamen ante la presentacion de recompensa. Varios autores han
descrito cambios de actividad en las neuronas del putamen en ensayos en los que el
animal recibia recompensa sin requerimiento motor ni presentacion estimular previa
(Apicella y cols., 1997; Ravel y cols., 2003). Por otra parte, otros estudios han
demostrado que las neuronas del putamen cambian su actividad ante los estimulos
presentados antes de la recompensa (Kimura y cols., 1984; Tobler y cols., 2003;
Yamada y cols., 2004). Ademas, Hikosaka y cols. (1989b) mostraron neuronas del
putamen que se activaban antes de la presentacion de la recompensa, a las que llamaron
‘neuronas relacionadas con la expectacion de recompensa’. Los mismos resultados
fueron obtenidos por otros autores (Schultz y Romo, 1992; Tremblay y cols., 1998).
Asimismo, se ha demostrado que el putamen procesa otras variables relacionadas con
un estimulo reforzante como la magnitud (Cromwell y Schutlz, 2003; Cromwell y cols.,

2005) y la proximidad temporal de la recompensa (Shidara y cols, 1998).

Ademas, varios estudios muestran que el putamen se activa ante estimulos
gratificantes como comida o agua, y también ante estimulos aversivos como un soplo de
aire en la cara del animal (Blazquez y cols., 2002; Yamada y cols., 2004). Estos datos
indican que el putamen participa en el procesamiento de estimulos que desencadenan

tanto consecuencias positivas como consecuencias negativas.
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2.2.3 Movimiento

El putamen tiene un relevante papel en la ejecucion de movimientos. A través
de la corteza el putamen recibe informacion motora, enviando éste a su vez la
informacion a otros nucleos de los GB. Finalmente, los nucleos de salida de los GB (el
GPi y la SNr) seran los encargados de enviar informacion motora a la corteza a través

del talamo.

Uno de los mecanismos utilizados para estudiar la actividad motora en el
putamen implica el uso de tareas de condicionamiento operante. En ellas los animales
deben realizar una accion ante la presentacion de ciertos estimulos para conseguir una
recompensa, por lo que deben aprender la relacion entre un estimulo, una accion
concreta y su consecuencia (la presentacion de una recompensa en este caso). Mediante
el uso de tareas de condicionamiento operante varios autores han mostrado cambios de
actividad en neuronas del putamen de monos rhesus (macaca mulatta) durante la
ejecucion de movimientos, lo que indica que este nucleo participa en la funcidn motora.
Por ejemplo, Jaeger y cols. (1995) estudiaron neuronas del putamen que aumentaban su
actividad durante la ejecucion de varios de movimientos. En un trabajo mas reciente,
Lee y Assad (2003) registraron neuronas del putamen que se activaban durante el
movimiento realizado por el animal sobre un mando para obtener recompensa. Sin
embargo, otros autores defienden que el papel del putamen estd mas relacionado con el
control continuo de movimientos sucesivos que con la ejecucion de movimientos
individuales. Asi, trabajos de Afanas’ev y cols (2004), y de Filatova y cols. (2004)
describen neuronas del putamen que se activan durante la realizacion de una secuencia

de movimientos.

Por otro lado, se ha observado que la actividad neuronal del putamen cambia
tras un largo entrenamiento durante la ejecucion de tareas motoras. Estudios en los que
se entrenaban ratas para realizar movimientos especificos seguidos de recompensa

mostraron una disminuciéon de la actividad neuronal tras la repeticion de un gran
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nimero de ensayos (Barnes y cols., 2005; Tang y cols., 2007, Tang y cols., 2009) Esta
disminucién de la actividad neuronal puede estar relacionada con la automatizacion del
movimiento requerido. Cuando se aprende una tarea motora rutinaria, los movimientos
se automatizan produciéndose una disminucion de la actividad del putamen. Por ello, es
posible que este nucleo esté relacionado con el aprendizaje de habitos motores. Los
datos obtenidos por Pasupathy y Miller (2005) apoyan esta teoria. Cuando el habito
motor es aprendido, la informacion es enviada del putamen a la corteza, produciéndose

la automatizacion del movimiento.

Estos autores han sugerido que el putamen es el responsable de la adquisicion
de un habito motor. Cuando esté es adquirido por la corteza, de forma que se convierte
en un movimiento automatico, el putamen ya ha cumplido su papel por lo que
disminuye su actividad. De esta forma, los GB se activan durante la fase de aprendizaje
pero disminuyen su actividad cuando ésta finaliza, produciéndose un aumento de la

actividad cortical responsable del movimiento automatico.

Ademas del papel del putamen en la ejecucion de movimientos, también se ha
demostrado su relacion con otras variables de una tarea visuomotora. Asi, Ravel y cols.
(2006) han estudiado en primates la sensibilidad de neuronas del putamen a la
localizacién del estimulo que indica que el animal debe realizar un movimiento.
Concretamente, mostraron neuronas que se activan ante la presentacion contralateral del
estimulo al brazo que ejecuta el movimiento, y no ante la presentacion ipsilateral del
estimulo. También hallaron neuronas cuya respuesta depende de la direccion del
movimiento realizado. Esta modulacion neuronal sugiere un papel del putamen en el
procesamiento de variables espaciales tanto del estimulo como del movimiento. La
influencia de la direccion del movimiento en la actividad del putamen se ha descrito en
otros trabajos con monos rhesus (Crutcher y DeLong, 1984; Pasquereau y cols., 2007;
Ueda y Kimura, 2003). Ademas Tang y cols. (2007) registraron actividad del putamen
modulada por otros parametros del movimiento, como la duracién, la longitud y la

velocidad de éste.
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2.2.4 Somatotopia

La somatotopia se refiere a la representacion topografica del cuerpo en el
cerebro. La organizacion somatotopica en la corteza motora primaria y la corteza

somatosensorial primaria ha sido ampliamente estudiada (Penfield, 1950).

Las conexiones procedentes de la corteza motora y somatosensorial inervan
areas especificas de los GB, mostrando una distribucién somatotdpica. La corteza
motora y somatosensorial envian proyecciones a los GB a través de dos vias: la via
corticoestriada y la via corticosubtalamica (Nakano y cols., 2000; Parent y Hazrati,
1995). La via corticoestriada estd formada por la corteza somatosensorial, motora y
premotora que inervan el putamen postcomisural y la cabeza del caudado dorsolateral,
por la corteza de asociacion que inerva el putamen precomisural y gran parte del
caudado, y por el hipocampo, por la amigdala y por otros nucleos del sistema limbico
que inervan el estriado ventral. La via corticosubtalamica, esta formada por la corteza
motora que inerva la mayor parte del NST. Por lo tanto, la llegada de informacion a los
nucleos de entrada de los GB, estriado y NST, se realiza de forma ordenada dando lugar

a vias diferenciadas anatdbmicamente.

La region del putamen posterior a la comisura anterior (putamen caudal)
muestra una clara somatotopia (Nambu, 2011; Romanelli y cols. 2005). Asi, la corteza
motora primaria (CMP) y la corteza motora suplementaria (CMS) envian conexiones al
putamen lateral y al putamen medial respectivamente. Estas areas del putamen muestran
una organizacion somatotopica dorsoventral de forma que la representacion de la pierna
se localiza en la zona dorsal, la del brazo en el centro y la de la cara en la zona ventral.
Las proyecciones que provienen de la CMP se localizan en el putamen lateral, mientras

que las provenientes de la CMS se localizan en el putamen medial (Figura 14).
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El NST, el globo palido, y la SN también muestran somatotopia. Esto indica
que la informacion motora relativa a las diferentes partes del cuerpo es procesada de

forma independiente por los nucleos pertenecientes a los GB.

lateral

Figura 14: Somatotopia del putamen representada en una seccion frontal. La parte
lateral del putamen recibe inervacion de la corteza motora primaria (CMP) mientras
que la parte medial recibe inervacién de la corteza motora suplementaria (CMS).

Tomado de Nambu (2011).
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2.2.5 Cognicion

Enfermedades caracterizadas por una alteracion en los GB, como el Parkinson,
han demostrado la implicacion del putamen en procesos cognitivos. Los pacientes con
este tipo de enfermedades presentan, ademas de alteraciones motoras, alteraciones
cognitivas como problemas de atencion y de memoria. Por ejemplo, los pacientes con la
enfermedad de Parkinson muestran déficits en la ejecucion de tareas que requieren
atender a estimulos relevantes e ignorar otros estimulos considerados irrelevantes.
Ademas, se han hallado alteraciones en la deteccion y evaluacion de estimulos asi como
en el cambio del foco atencional (Brown y cols., 1997). Esta enfermedad también se
caracteriza por alteraciones en las habilidades visuoespaciales y visuoconstructivas
(Drago y cols., 2009; Zgaljardic y cols., 2004). En cuanto a la memoria, se han hallado
alteraciones en las estrategias de codificacion y recuerdo en la memoria a largo plazo,
asi como en la memoria procedimental y la memoria a corto plazo. (Bosboom y cols.,
2004; Girotti y cols., 2003). Asimismo, se han observado alteraciones en el lenguaje y
el habla a nivel semantico y sintactico (Skeel y cols., 2001). Los pacientes de Parkinson
también muestran problemas en tareas ejecutivas como la planificacion de acciones y la
ejecucion de planes futuros (Raskin y cols., 2011). Por ultimo, es comn la aparicion de
trastornos psiquiatricos como la depresién en este tipo de pacientes, asi como

desordenes de ansiedad, apatia, psicosis, y demencia (Ring y Serra-Mestres, 2002).

Estas alteraciones cognitivas ponen de manifiesto el papel del putamen y, de
forma general de los GB, en los procesos cognitivos. Por lo tanto, deben tenerse en
cuenta estos aspectos para el disefio de las tareas utilizadas para estudiar la actividad

neuronal de los citados nucleos.

45






OBJETIVO







Objetivo

El objetivo del presente trabajo ha sido describir las caracteristicas de la actividad
neuronal en el putamen durante la realizacion de una tarea en la que se presentan
estimulos de dos diferentes modalidades sensoriales (visual y auditiva) que requiere una

respuesta motora correcta para la obtencion de recompensa.
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Material y métodos

El presente estudio se ha realizado con dos monos rhesus macho (macaca
mulatta) de aproximadamente 8 kg. de peso entrenados para realizar una tarea en la que
se requiere interpretar un mensaje visual y/o auditivo y responder con un acto motor
determinado para obtener una recompensa. El método utilizado para el entrenamiento,
el sistema de estimulacion y los registros neuronales fueron similares a los descritos por
Poggio y cols. (1988), Gonzalez y Krause (1994), y Gonzalez y cols. (1993, 1996,
2001). Todos los procedimientos realizados con los animales siguieron las indicaciones
y obtuvieron el permiso del Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de

Compostela.

1. PREPARACION Y ENTRENAMIENDO DEL ANIMAL

Antes de iniciar el entrenamiento, se examinaron la refraccion, el fondo de ojo
y los movimientos oculares del animal para comprobar que no existia ninguna alteracion
que pudiese afectar a los resultados del experimento. El progreso de los animales

durante los entrenamientos fue detalladamente descrito en un diario.

En el habitaculo donde se alojaba el animal se colocé un monitor donde se
presentaba un estimulo visual, una palanca para responder, y un sistema de dispensacion
automatica de zumo. El estimulo consistia en una linea vertical negra que se presentaba
cada 2 segundos en el centro del monitor. El animal, que se mantenia bajo una dieta sin
agua, tenia que presionar la palanca ante la presentacion de este estimulo y soltarla tan

pronto se convertia en cruz. Cada vez que presionaba la palanca correctamente recibia
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0.1 ml de agua. Trabajaba aproximadamente tres horas completando una media de 1000
ensayos al dia, por lo que recibia una media de 100 ml de zumo. Si su rendimiento
diario no cubria los requerimientos minimos el agua restante le era suministrada
manualmente al final del dia. El entrenamiento se realizd controlando el rendimiento.
Los tiempos de reaccion y el tamafio del estimulo se redujeron progresivamente en
funciéon de los avances del animal. Los intervalos entre los ensayos (entre 1 y 3
segundos), eran cambiados de forma aleatoria para evitar la inatencion y la emision de
posibles respuestas al azar. El entrenamiento en estas condiciones durd

aproximadamente un mes.

Cuando el animal aprendid correctamente la tarea (= 95% de ensayos
correctos), se continuo el entrenamiento en el laboratorio, donde se utilizo la tarea final
utilizada para realizar los registros (descrita en el siguiente apartado). Durante dos horas
al dia de media, el animal realizaba una media de 2.000 ensayos al dia, por los que
recibia un total 100 ml de zumo. Para realizar estos entrenamientos, el animal se
colocaba sobre una silla especialmente disefiada para primates, frente a un monitor y
dos altavoces en los que se presentaba la tarea. La silla contaba en su parte frontal con
dos puertas a través de las cuales el animal accedia a la palanca con una de sus manos.
Mediante un sistema de puertas, se le permitia el acceso a la palanca s6lo con una de las

dos manos. El animal fue entrenado para realizar la tarea con ambas manos.

Una vez realizaron la tarea con un 90% de aciertos, se procedid a una
intervencion quirargica en la que les fue implantado un sistema de fijacion, consistente
en un poste metalico unido a la parte anterior del craneo con cemento dental sobre una
base de tornillos de acero inoxidable. Este sistema de fijacion es necesario para impedir
movimientos de la cabeza que desestabilizarian el registro neuronal y dificultarian el
control de los movimientos oculares durante la ejecucion de la tarea. Los animales se
anestesiaron con pentobarbital sodico (10 mg/Kg por via intravenosa), previa induccion
con ketamina (10 mg/Kg por via intramuscular). Se les administraron 10 mg de

pentobarbital sodico cada 25 minutos aproximadamente para mantener un nivel de
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anestesia constante y estable durante toda la intervencion. Al finalizar la intervencion se
les administraron intramuscularmente antibidticos (Penicilina, 50.000 IU/Kg) y
analgésicos (Noramidopirina 150 mg/Kg, Nolotil, Europharma). Después de la
implantacion del sistema de fijacion se realizaba periddicamente una limpieza de la

zona del implante.

Cuando los animales se recuperaron de la cirugia, se continud con el
entrenamiento en el laboratorio. Los movimientos de los ojos fueron controlados con un
sistema de videocamara con luz infrarroja y una tarjeta digitalizadora (Imagenation,
modelo PXC200, Oregon, USA). De esta forma se detectaba el reflejo corneal
izquierdo, que era almacenado en un ordenador personal convencional con una
resolucion de 20 minutos de arco y una frecuencia de muestreo de 25 Hz. El reflejo
corneal quedaba enmarcado dentro de una ventana que abarcaba el dngulo visual de la
imagen de la tarea (18.5x18.5 grados) presentada a los animales. Se excluyeron los
ensayos en los que el reflejo corneal salia de los bordes de la ventana ya que en estos
casos se consideraba que los animales no estaban mirando hacia la imagen presentada
en el monitor. Los movimientos de la mano también eran monitorizados con ayuda de

otra camara infrarroja (Figura 15).
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Monitor
Altavoz Altavoz
$/ | l \Q
b
P
'
I iy
=0 Camara
S infrarroja
<0 Arroja
~ [
Wy "
. ' \
Camara o ?_1:|
o . ' \
infrarroja ! H
O O Palanca
Ojos

Figura 15: Dibujo esquematico mostrando la distribucion de los componentes de la
tarea. Con una cdmara infrarroja (izquierda) se monitorizé la posicidn ocular, y con
la otra (derecha) los movimientos de la mano que pulsaba la palanca.

Cuando los animales alcanzaron de nuevo un 90% de ensayos correctos en la
tarea se les sometid a una nueva intervencion quirurgica para implantar el sistema de
registro. Bajo anestesia general y siguiendo un procedimiento similar al descrito
anteriormente para el poste de fijacion, se implantdé en el hemisferio izquierdo, un
cilindro de acero inoxidable de 20 mm de diametro dejando expuesto el craneo en su
interior en las coordenadas estereotaxicas 15 lateral, 13 anterior con respecto al eje
interaural. Para acceder al putamen, se anestesiaba a los animales con pentobarbital
sodico (10mg/Kg por via intravenosa), previa induccion con ketamina (10gm/Kg por
via intramuscular), y se realizaron craneotomias de 5 mm de diametro en el interior del
cilindro dejando expuesta la duramadre que era atravesada por los microelectrodos
durante los registros. Cuando el engrosamiento de la duramadre impedia su penetracion
con el microelectrodo, se realizaba una nueva craneotomia dentro del cilindro. Esto
sucedia aproximadamente cada 15 penetraciones. Realizabamos una penetracion al dia.
Un micromanipulador de microelectrodos electro-hidraulico (Narishige, Tokio, Japon)

acoplado al cilindro durante los experimentos permitia la manipulacion del

microelectrodo.
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2. TAREA Y SISTEMA DE ESTIMULACION

La tarea consistia en la presentacion de videos de 2 segundos de duracion
grabados en nuestro laboratorio con una camara de video convencional. Los videos
utilizados eran de dos tipos: en uno se presentaba la cara de una persona diciendo ‘si’ a
la vez que movia la cabeza verticalmente (ensayos ‘Si’), y en el otro tipo de video
aparecia la misma cara diciendo ‘no’ mientras movia la cabeza horizontalmente
(ensayos ‘No’) (Figura 16A). Los animales tenian que presionar una palanca ante los
ensayos ‘Si’ para recibir recompensa y no responder ante los ensayos ‘No’. En total se

utilizaron 200 videos de la misma persona, 100 eran ensayos ‘Si’ y 100 ensayos ‘No’.

Habia tres condiciones sensoriales (Figura 16B): presentacion de la imagen
junto con el correspondiente sonido (Video y Sonido), presentacion de la imagen sin el
sonido (So6lo Video), y presentacion del sonido sin la imagen (S6lo Sonido). Durante los
registros también se usé en ocasiones una cuarta condicion experimental en la que el
animal recibia recompensa sin presentar previamente ningln tipo de estimulo ni realizar
ningun tipo de movimiento (S6lo Recompensa). Las tres primeras condiciones
sensoriales se presentaban de forma aleatoria. El periodo de espera entre cada ensayo
fue de 300 ms. En los ensayos ‘Si’, los animales debian responder entre los 120 ms
siguientes a la aparicion del estimulo y los 2000 ms que duraba cada presentacion del
estimulo. La imagen de cada video aparecia a los 100 ms del comienzo del ensayo y el
sonido a una media de 358 ms. Tras pulsar la palanca ante un ensayo ‘Si’ los animales
recibian inmediatamente la recompensa, que consistia en 0.1 ml de zumo de manzana.

En la Figura 16C puede verse un cronograma de la tarea.
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(antes de los 120 ms siguientes a la aparicion del estimulo), respondian ante un ensayo
‘No’, o no respondian ante un ensayo ‘Si’. En los dos primeros casos, el ensayo era
repetido hasta que se ejecutaba correctamente, para evitar el aborto intencionado del

ensayo. Cuando los animales cerraban los ojos o desviaban la vista de la pantalla del

Video y Sonido
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Figura 16: Esquema de la tarea. A, Secuencia de la tarea para la condicion ‘Sélo
Video’. Los animales tenian que pulsar palanca para recibir recompensa ante los
ensayos ‘Si’ y no pulsar palanca ante los ensayos ‘No’, que no eran recompensados.
B, Esquema de las tres condiciones sensoriales utilizadas: Video y Sonido, Sélo
Video, y S6lo Sonido C, Cronograma de la tarea. El tiempo minimo de espera para
pulsar palanca tras la presentacion del estimulo era de 120 ms. Ver texto para

descripcion detallada.

Se considerd error cuando los animales presionaban la palanca antes de tiempo

monitor, también era considerado un error y el ensayo era repetido.
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3. REGISTRO DE LOS DATOS

La estimulacion y recogida de datos se realiz6 utilizando ordenadores
personales convencionales y programas desarrollados en nuestro laboratorio. Un
preamplificador incrementaba la intensidad de la sefial recogida por el microelectrodo
antes de ser filtrada. La actividad neuronal podia ser evaluada a tiempo real mediante un
osciloscopio, que permitia visualizar los potenciales de accion de las neuronas, y un
sistema de audio que transformaba la sefial en sonidos, los cuales ayudaban a la
identificacion de la actividad neuronal. Para aislar los potenciales de accion de una sola
neurona durante el registro se utilizoé un discriminador de ventana tiempo-amplitud (Bak
Electronics, Rockville, Maryland, USA) que convertia la sefial neuronal filtrada y
amplificada a pulsos que el ordenador muestreé a 1 KHz y almacené conjuntamente con
toda la informacién relativa al tipo de estimulo utilizado y a las condiciones del
experimento. Simultaneamente se registraba la actividad neuronal captada por el
microelectrodo mediante un convertidor analdgico-digital con una velocidad de
muestreo de 50 KHz. Esta sefial se utiliz6 posteriormente para aislar la actividad de las

neuronas de forma individualizada.

Los microelectrodos de tungsteno utilizados mostraron impedancias proximas a
los 5 megaohmios (A-M Systems Inc., Carlsborg, USA). Las penetraciones se
realizaban perpendicularmente a la superficie de la corteza hasta alcanzar el putamen.
Antes de comenzar los experimentos, se retiraba el tejido granulado del interior del
cilindro con un sistema de aspiracion. Un microscopio de cirugia (Takagi, OM-5,
Japén) permitia observar la penetracion del microelectrodo a través de la duramadre,

anotando la posicion de ésta en la craneotomia en un diario.

La evaluacion ‘on line’ de la actividad neuronal se realizd representando las
descargas neuronales en forma de ‘rasters’ (Figura 17). En estas representaciones, las
descargas neuronales que sobrepasaban un umbral seleccionado en el laboratorio segun

las caracteristicas individuales de cada neurona, eran representadas como pequefios
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puntos en un monitor (‘rasters’). Los eventos relevantes de la tarea como la aparicion
del estimulo, el pulsado de palanca o la emision de recompensa, eran representados
como lineas verticales. Cuando se encontraba actividad relacionada con la tarea, visible
‘on line’ por una mayor cantidad de puntos en una zona determinada del ‘raster’, se
procedia al registro de la sefial, hasta conseguir como minimo 20 ensayos para cada
condicion experimental. Diariamente tras los experimentos se imprimian los rasters de
las neuronas registradas, Se obtenia un raster para cada condicion experimental
separando los ensayos ‘Si’ de los ‘No’. Estos rasters eran analizados cualitativamente y
clasificados segun el tipo de actividad neuronal mostrada. Una vez finalizados los

experimentos, se realizaron analisis cuantitativos mas detallados.
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Figura 17: Raster de una neurona para los ensayos ‘Si’ de la condicion sensorial
Sélo Video. Cada fila representa un ensayo y cada punto un potencial de accién. Las
pequefias lineas verticales que aparecen en la mitad del raster se corresponden con
el pulsado de palanca. La linea vertical representa la aparicion del video.
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4, ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

4.1 Datos de comportamiento

Tras los experimentos se analizaron los tiempos de reaccion de cada animal
durante la realizacion de la tarea, comparando los tiempos de reaccidon entre los dos
monos y entre cada condicion sensorial (Video y Sonido, Sélo Video, y Sélo Sonido).
Para realizar estas comparaciones se utilizod el test ANOVA, y el test no paramétrico
Kruskal-Wallis tomando como nivel de significacion estadistica P<0.05. Ademas se
construyeron histogramas mostrando la distribucion del tiempo de reaccion para cada
animal para las tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Sélo Video, y Sélo
Sonido) en los que el eje vertical indicaba la frecuencia y el eje horizontal el tiempo de
reaccion. Estos histogramas nos permitieron comparar la distribucion de los tiempos de
reaccion entre los dos animales y las tres condiciones sensoriales. Asimismo, se
analizaron los diferentes tipos de error cometidos durante los experimentos: falsa alarma
cuando los animales pulsaban palanca ante un ensayo ‘No’, error por omisioén cuando no
pulsaban palanca en los ensayos ‘Si’, y error por anticipacion cuando pulsaban la

palanca antes de tiempo, esto es, antes de los 120 ms tras la presentacion del estimulo.

4.2 Datos neuronales

Durante los experimentos se registraba la actividad multineuronal.
Posteriormente (‘off-line’) se aislaron las neuronas individuales del registro
multineuronal obtenido con el convertidor analogico-digital mediante un programa
discriminador de ventana tiempo-amplitud desarrollado en nuestro laboratorio. De cada

registro se aislaba un promedio de tres neuronas.

Para analizar los datos estadisticamente se construyd un raster y un histograma

para cada neurona (Figura 18) usando ‘scripts’ de Matlab disefiados en nuestro
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laboratorio (Matlab, The Mathworks Inc., Natwick, USA). Se obtenia un raster y un
histograma para cada condicion sensorial (Video y Sonido, Sélo Video, y Solo Sonido),
y un raster y un histograma para los ensayos ‘Si” y ‘No’ por separado. Estos ‘scripts’
nos permitian sincronizar los ensayos con los diferentes eventos de la tarea (inicio del
ensayo, aparicion del estimulo y pulsado de palanca) y seleccionar aquellos intervalos
de tiempo deseados para realizar los analisis estadisticos de forma automatica. De esta

forma, era posible analizar tanto cualitativa como cuantitativamente la influencia de los

estimulos, del pulsado de palanca, y de la recompensa en la actividad neuronal.
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Figura 18: Ventana del programa desarrollado en Matlab en nuestro laboratorio
para analizar la actividad neuronal. En la imagen se presenta el raster (arriba) y el
histograma (abajo) de una neurona motora cuya actividad esta sincronizada con el
pulsado de palanca (linea vertical verde). En el raster cada punto negro representa
un potencial de accion, cada punto azul claro la aparicién del estimulo visual, cada
punto rojo el control de la posicion ocular, y cada punto verde el pulsado de
palanca. Las lineas rojas y azules representan las ventanas temporales entre las que
se realizan las mediciones de la actividad neuronal. En el histograma cada barra
representa la media de la suma de los potenciales de accion en ese intervalo. La
linea azul sobre el histograma son los datos suavizados. Los puntos rojos sobre las
barras del histograma indican las barras que sobrepasan significativamente el valor
basal y los verdes indican las barras que tienen un valor significativamente inferior
al valor basal (Poisson, P<0.05). Los analisis estadisticos que se pueden ver en la
parte derecha de la ventana del programa (desviacion estandar, media, el ANOVA,
etc,) se realizan sobre los datos contenidos en la ventana de tiempo comprendida
entre las dos lineas verticales azul oscuro, esta ventana se puede desplazar a lo
largo del raster. Bin=20 ms.
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La actividad basal de cada neurona se obtuvo calculando la frecuencia de
descarga durante los 250 ms previos a la presentacion del estimulo. La actividad
relacionada con el estimulo (visual o auditivo) se obtuvo sincronizando los ensayos con
la presentacion de éste calculando la frecuencia de descarga de la neurona durante los
250 ms posteriores a la presentacion del estimulo (visual o auditivo). Asimismo, la
actividad relacionada con el acto motor se obtuvo sincronizando los ensayos con el
pulsado de palanca y calculando la frecuencia de descarga de la neurona durante los 250
ms peri-pulsado de palanca. Por ultimo, la actividad relacionada con el procesamiento
de la recompensa se estimé sincronizando los ensayos con la aparicion de la
recompensa y calculando la frecuencia de descarga neuronal durante los 250 ms
posteriores a su aparicion. Para determinar si habia alteraciones significativas en la
actividad neuronal durante estas fases de tarea, se compard la actividad (spikes/s)

durante los periodos indicados con la actividad basal de la neurona. (Figura 19).
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Figura 19: Ejemplos mostrando el andlisis de los distintos tipos de actividad
neuronal registrados. A. Raster de una neurona visual sincronizado con la aparicién
del estimulo (linea azul claro). La respuesta al estimulo se cuantificé calculando la
frecuencia de descarga durante los 250 ms posteriores a la presentacion del estimulo
(intervalo comprendido entre las dos lineas rojas verticales; ANOVA, P<0.05). B.
Raster de una neurona relacionada con la accién motora sincronizado con el
pulsado de palanca (linea verde). La respuesta se cuantifico calculando la
frecuencia de descarga durante los 125 ms anteriores y posteriores al pulsado de
palanca (intervalo comprendido entre las lineas rojas verticales; ANOVA, P<0.05).
C. Raster de una neurona de recompensa sincronizado con la aparicién de ésta
(linea azul oscuro). La respuesta a la recompensa se cuantificd calculando la
frecuencia de descarga durante los 250 ms posteriores a la presentacion de
recompensa (intervalo comprendido entre las lineas rojas verticales; ANOVA,
P<0.05).
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Analisis estadistico de los datos

Para determinar la significacion estadistica de estas comparaciones se utilizo el
test ANOVA con un nivel de significacion de P<0.05. Este analisis individual de las
neuronas nos permitio clasificarlas en varios grupos funcionales teniendo en cuenta el
periodo durante el cual se producian cambios significativos en la actividad (ver

Resultados).

Para cada condicion sensorial, se calculd la latencia de respuesta neuronal,
definida como el tiempo transcurrido entre la presentacion del estimulo (visual o
auditivo) y el inicio del cambio de actividad en cada neurona. En el caso de las neuronas
con actividad relacionada con la palanca, se determind el tiempo entre el cambio de
actividad y el momento en el que la palanca era pulsada. Para el calculo de latencias en
las neuronas de recompensa, el estimulo considerado fue la aparicion de la recompensa
de los ensayos ‘Si’ en todas las condiciones sensoriales. Para calcular el momento en el
que habia un cambio significativo de actividad en cada neurona se utilizo la distribucion
de Poisson que determinaba qué columna (bin) del histograma era significativamente
(P<0.05) diferente de la respuesta basal (Maunsell y Gibson, 1992; Bisley y cols.,
2004). Para determinar el final del cambio de actividad se realizé el mismo tipo de
analisis. El tiempo sefialado por el segundo bin significativo del histograma era
considerado como el inicio y el antepentiltimo como final del cambio de la actividad
neuronal. Finalmente se calculd la media para cada grupo poblacional y cada condicion

sensorial

Una vez agrupadas las neuronas en grupos funcionales, se construyeron
histogramas poblacionales para cada tipo de ensayo (Video y Sonido, Solo Video, y
Solo Sonido; ‘Si’ y ‘No’ separadamente para cada uno de ellos) promediando la
actividad de todas las neuronas de un mismo grupo funcional. Para determinar el grado
de cambio de actividad neuronal, primero se calculd la frecuencia de descarga media
basal de todas las neuronas del mismo grupo funcional y después se calculd la

frecuencia de descarga media durante la fase de interés de las mismas neuronas. La
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diferencia entre ambas se expresd6 como el porcentaje del segundo valor respecto al

primero.

También se calculd un indice de magnitud (IM) para cada grupo funcional y
tipo de ensayo de acuerdo con la ecuacion IM=PE/(PE+PI), donde PE representa la
variabilidad entre grupos y PI la variabilidad intra-grupos en el analisis ANOVA. Dicho
indice tiene valores entre 0 y 1, de forma que un IM cercano a 1 indica un grado
importante de selectividad al evento que genera el cambio de actividad, y es similar al
utilizado por otros autores para cuantificar el grado de selectividad en la actividad

neuronal (Durand y cols., 2002; Prince y cols., 2002; Romero y cols., 2007).

Tanto para los histogramas de neuronas individuales como para los
histogramas poblacionales, se realizé un suavizado utilizando la funcién ‘smooth’ de
Matlab que utiliza el método ‘moving average’ (Figura 20). Esta funcion promedia los
valores de cada bin del histograma con un niimero determinado de bin anteriores y
posteriores. En nuestro caso se utilizaron los 10 bin anteriores y posteriores, y se repitio
la funcion dos veces. Este suavizado facilito la clasificacion de las neuronas en cada uno

de los grupos funcionales.

Media de spikes's

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 ms

Figura 20: Histograma y suavizado del histograma (linea roja) de una neurona
relacionada con la accion motora realizado con un programa desarrollado en
Matlab. La linea verde vertical representa el pulsado de palanca.
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5. LOCALIZACION ANATOMICA DE LOS REGISTROS

Se realizd una craneotomia en el hemisferio izquierdo del animal 1 y dos
craneotomias en el hemisferio izquierdo del animal 2. Las coordenadas estereotaxicas
de cada craneotomia con respecto al eje interaural fueron las siguientes: 13 anterior-14
lateral en el animal 1, y 18 anterior-12 lateral, y 15 anterior-12 lateral en el animal 2. Al
final de los registros de cada craneotomia se insertaron unos filamentos de poliproleno
(Prolene 4-0, Ethicon Inc., Somerville, New Jersey) perpendiculares a la superficie de la
corteza de unos 10 mm de longitud de color azul en el centro de cada craneotomia
utilizando una aguja de puncion lumbar (Spinocan, 0.47x120 mm, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Alemania). Estos filamentos fueron alojados en la posicion en la que
se registraron la mayoria de las neuronas presentadas en este trabajo. De esta forma, la
zona de las penetraciones quedaba marcada para su posterior identificaciéon en las

preparaciones histologicas.

Al final de los experimentos, el animal 1 fue profundamente anestesiado con
una sobredosis de pentobarbital sddico por via intravenosa, mediante induccion previa
con ketamina (10 mg/Kg por via intramuscular) y perfundido con formaldehido al 10%.
El cerebro fue extraido y embebido durante una semana en solucion isotonica (0.2 M,
pH=7.4) con sacarosa al 20% para evitar la formacion de cristales durante su posterior
congelacion. Tras esto, se realizaron cortes seriados del cerebro de 50 micras de grosor
con un microtomo de congelacion que fueron tefiidos con azul de Toluidina. La
visualizacion de la histologia, junto a las coordenadas estereotaxicas del cilindro de las
craneotomias, las notas de laboratorio tomadas durante los registros sobre la actividad
neuronal, y la profundidad de los registros marcada por el contador del
micromanipulador fueron utilizados para localizar las zonas donde se realizaron los

registros.
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Resultados

1. DATOS PSICOFISICOS

Se calculd el tiempo de reaccion para los dos animales en las 3 condiciones
sensoriales mencionadas anteriormente, definido éste como el tiempo transcurrido entre
la presentacion del estimulo y el pulsado de palanca. Los estimulos que se consideraron
para este calculo fueron: el video para las condiciones Video y Sonido, y Sélo Video, y
el sonido para la condicién Sélo Sonido. En el caso del video, se consideré como
comienzo del estimulo la aparicion del primer fotograma del video. En el caso del
sonido, se consider6 como comienzo del estimulo la aparicion del sonido al pronunciar
la palabra ‘Si’. La media del tiempo de reaccion para las tres condiciones fue de
4844140 ms para el animal 1 y de 4914233 ms para el animal 2 (ANOVA, P>0.05). Los
dos animales pulsaban palanca con mayor rapidez ante la condicion Sélo Sonido frente
a Video y Sonido, y So6lo Video (ANOVA; Kruskal-Wallis; P<0.05). La media del
tiempo de reaccion ante Solo Sonido fue de 4724133 ms para el animal 1 y de 4134205
ms para el animal 2, hallandose diferencias significativas entre los dos animales
(ANOVA, P<0.05). No se encontraron diferencias significativas para cada animal de
forma independiente entre la condicion Video y Sonido, y la condicion Sélo Video
(ANOVA; Kruskal-Wallis; P>0.05). Para la condicion Video y Sonido se hallaron
diferencias significativas entre el animal 1, con una media de 483119 ms, y el animal
2, con una media de 536247 ms (ANOVA, P<0.05). Respecto a la condicion Sélo
Video también se hallaron diferencias significativas entre los tiempos de reaccion de los
dos animales, con una media de 496+136 ms para el animal 1 y de 5234224 ms para el
animal 2 (ANOVA, P<0.05). Las latencias de respuestas de los dos animales para las

tres condiciones sensoriales se presentan en la Tabla 1. La distribucion de los tiempos
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de reaccion se muestra en la Figura 21, en la que se indica la frecuencia de los ensayos
(eje vertical) en funcion del tiempo de reaccion (eje horizontal) para las tres condiciones
sensoriales (Video y Sonido, Solo Video, y Solo Sonido). Puede observarse que en los
tres tipos de ensayos hubo diferencias significativas entre los dos animales. El animal 1
respondié mas rapidamente que el animal 2 en los ensayos con Video y Sonido y Sélo

Video, mientras que la situacion fue contraria para los ensayos Sélo Sonido.

Tiempo de reaccion

Tipodeensayo  Animal 1 Animal 2 ANOVA

Video y Sonido  483+119ms  536+247 ms P<0.05
Sélo Video 496+136 ms 5234224 ms  P<0.05
Solo Sonido 4724133 ms  413£205ms  P<0.05

Tabla 1: Tiempos de reaccion de los dos animales. Los valores representan el valor
medio y la desviacion estdndar del tiempo de reaccion para los ensayos ‘Si’
correctos. En todos los casos hubo diferencias significativas entre ambos animales.
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Figura 21: Distribucidn del tiempo de reaccion de los ensayos ‘Si’ correctos de cada
condicion sensorial para el animal 1 (arriba; histograma en negro) y el animal 2
(abajo; histogramas en gris). Para normalizar los diferentes histogramas, los datos
se representan en forma de porcentajes sobre el total de aciertos de cada condicion.
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Al analizar los diferentes tipos de errores cometidos, se hallaron diferencias
entre los dos animales. El error mas comun para animal 1 fue el error por omision, que
consistia en no pulsar palanca ante los ensayos ‘Si’, mientras que para el animal 2 fue la
falsa alarma, es decir, pulsar palanca ante los ensayos ‘No’. El error por anticipacion,
esto es, pulsar palanca antes de los primeros 120 ms tras la presentacion del estimulo,
no fue frecuente en ninguno de los dos animales, excepto en la condicién S6lo Sonido.
Los diferentes tipos de errores para cada condicion sensorial y cada animal se presentan

en la siguiente figura (Figura 22).

Animal 1 Animal 2
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Video y Sonido Video Sonido Video y Sonido Video Sonido

Figura 22: Porcentaje de los distintos tipos de errores para cada condicion
sensorial del animal 1 (izquierda, N=1000 ensayos) y el animal 2 (derecha, N=1000
ensayos). A, Error por anticipacion (pulsado de palanca antes de los 120 ms tras la
presentacion del estimulo). F, Falsa alarma (pulsado de palanca en los ensayos
‘No”). O, Error por omisién (no pulsado de palanca en los ensayos 'Si’).

71



Actividad neuronal

2. ACTIVIDAD NEURONAL

Hemos registrado 191 neuronas del putamen de las que 45 pertenecian al
animal 1 y 146 al animal 2. De estas 191 neuronas, 133 (70%) mostraban cambios de
actividad significativos en algiin momento durante la ejecucion de la tarea (ANOVA,
P<0.05), (42 neuronas en el animal 1, y 91 neuronas en el animal 2). De las 133
neuronas, 17 (13%) incrementaron su frecuencia de descarga tras la presentacion del
estimulo visual en las condiciones Video y Sonido, y Sélo Video, y fueron clasificadas
como heuronas visuales. Otro grupo de neuronas, 78 (59%), modificaron su actividad
alrededor del pulsado de palanca, y fueron clasificadas como neuronas relacionadas
con la accion. Esta poblacion neuronal se dividio en tres grupos funcionales
dependiendo de su perfil de actividad: neuronas pre-accion (N=15, 19%), neuronas
peri-accion (N=52, 67%), y neuronas activacion-supresion (N=11, 14%). Por tltimo,
38 neuronas (29%) mostraron cambios de actividad durante la presentacion de la
recompensa, y fueron clasificadas como neuronas de recompensa. La Tabla 2 resume
los tipos neuronales encontrados en el putamen en nuestro estudio. Las Figuras 23 y 24
muestran el perfil de actividad y la distribucion de estos tres tipos de neuronas
respectivamente. No se hallaron cambios de actividad relacionados con la aparicion del

estimulo auditivo.

Neuronas registradas en el putamen

Total de neuronas registradas 191 (100%)
Con cambios de actividad durante la tarea 133 (70%)
Relacionadas con el componente visual 17 (13%)
Relacionadas con la ejecucion de la accion 78 (59%)
Pre-accion 15 (19%)
Peri-accion 52 (67%)
Activacion-supresion 11 (14%)

Relacionadas con la recompensa 38 (29%)

Tabla 2: Neuronas registradas en el putamen, indicando sus tipos funcionales.
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Figura 23: Perfil temporal de actividad de los tres grupos neuronales registrados en
nuestros experimentos: neuronas visuales (linea punteada, se calculé el promedio de
los ensayos ‘Si’ y ‘No’ de la condicién sensorial Video y Sonido, N=17,
sincronizandolos con la aparicion del estimulo visual); neuronas relacionadas con la
accion (linea negra continua, se calculd el promedio de los ensayos ‘Si’ de la
condicion sensorial Video y Sonido, N=78, sincronizandolos con el pulsado de la
palanca); y neuronas de recompensa (linea discontinua, se calculd el promedio de
los ensayos ‘Si” de la condicion sensorial Video y Sonido, N=38, sincronizandolos
con la aparicion de la recompensa). La anchura del bin sobre el que se realizd la
suavizacion era de 20 ms. La base de tiempo se representa con la finalidad de poder
comparar los tres perfiles de actividad.
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Figura 24: Porcentaje de los tres tipos de neuronas registradas en el putamen:
relacionadas con el componente visual, relacionadas con la accién, y relacionadas
con la recompensa (N=133).
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En el estudio de la localizacion anatomica, hemos observado que las neuronas
que pertenecian al mismo grupo funcional, no mostraron ningln tipo de agrupacion en

el putamen, tal como muestra la Figura 25.
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Figura 25: Secciones coronales del putamen mostrando una reconstruccion de los
lugares de registro de las neuronas relacionadas con la tarea. Los nimeros en la
parte superior de cada seccién indican su localizacién en mm anterior respecto al
eje interaural. Visual: neuronas que modificaban su actividad basal tras la
presentacion del estimulo visual. Pre-accion: neuronas que modificaban su actividad
basal antes del pulsado de palanca. Peri-accion: neuronas que modificaban su
actividad basal alrededor del pulsado de palanca. Activacion-supresién: neuronas
que aumentaban su actividad basal alrededor del pulsado de palanca en los ensayos
‘Si” y la disminuian en la misma ventana temporal en los ensayos ‘No’. Recompensa:
neuronas que modificaban su actividad basal tras la presentacién de la recompensa.
N=133.
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2.1 Actividad neuronal relacionada con el componente visual del estimulo

Un total de 17 neuronas, el 13% de las neuronas con actividad relacionada con
la tarea, mostraron cambios en su actividad basal inmediatamente después de la
presentacion del estimulo visual. Estos cambios se observaron en las condiciones
sensoriales Video y Sonido y So6lo Video, tanto en los ensayos ‘Si’ como en los ensayos
‘No’. Sin embargo, no aparecieron cambios de actividad en la condicion sensorial S6lo
Sonido, en la que no se presentaba ningin estimulo visual (Figuras 26 y 27). El
porcentaje del incremento de descarga de esta poblacion de neuronas tras la
presentacion del estimulo visual con respecto a la descarga basal fue en los ensayos ‘Si’
de 355% para la condicion Video y Sonido, y de 321% para la condicioén Sélo Video, y
en los ensayos ‘No’ de 340% para la condicion Video y Sonido, y de 344% para la
condicion So6lo Video. No hubo diferencias significativas entre las cuatro condiciones
(ANOVA, P>0.05). La duracién media de la activacion para las cuatro condiciones
sensoriales fue de 570+72 ms (Poisson, P<0.05). El valor de latencia media para las
cuatro condiciones fue de 114+48 ms (Poisson, P<0.05) desde la presentacion del
estimulo visual. No se encontraron diferencias significativas respecto a las latencias
entre las condiciones Video y Sonido, y Sélo Video (ANOVA, P>0.05). El IM de la
poblacion de las neuronas visuales fue el mismo (0.99) para las condiciones sensoriales
Video y Sonido, y Sé6lo Video tanto para los ensayos ‘Si’ como para los ensayos ‘No’.
Este valor de IM indica que el grado de selectividad de respuesta para el estimulo es

elevado.
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Figura 26: Histogramas de poblacion de las neuronas visuales: Las neuronas
relacionadas con el estimulo visual incrementan su actividad tras su presentacion
(condicion Video y Sonido, y Sélo Video). No se hallaron cambios de actividad tras
la presentacion del estimulo auditivo en la condicién S6lo Sonido. Los histogramas
fueron sincronizados con la presentacién del estimulo (aparicién del video en las
condiciones sensoriales Video y Sonido y Solo Video, y aparicion del sonido en la
condicion sensorial Sélo Sonido). N=11 neuronas registradas con las tres
condiciones sensoriales. Bin=20 ms.
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Figura 27: Histogramas y rasters de una neurona visual. En los rasters que
aparecen debajo de los histogramas, cada punto representa un potencial de accion
que sobrepasa un umbral previo establecido en el laboratorio durante los registros,
cada linea del raster representa un ensayo correcto realizado por el animal.
Histogramas y rasters sincronizados con la aparicion del estimulo (aparicion del
video en las condiciones sensoriales Video y Sonido y Sélo Video, y aparicién del
sonido en la condicién sensorial Sélo Sonido). Bin=20 ms.
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2.2 Actividad neuronal relacionada con la accion

Un total de 78 neuronas, el 59% de las neuronas que presentaron actividad
relacionada con la tarea, modificaban su frecuencia de descarga alrededor del pulsado

de palanca (ANOVA, P<0.05) (Figura 28).
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Figura 28: Histogramas de poblacién de las neuronas relacionadas con la accion.
Estas neuronas incrementan su actividad alrededor del pulsado de palanca en los
ensayos ‘Si’. Arriba: Histogramas sincronizados con el pulsado de palanca para los
ensayos ‘Si’. Medio: Mismos histogramas representados arriba, pero sincronizados
con la presentacion del estimulo para los ensayos ‘Si’. Abajo: Histogramas de las
mismas neuronas representadas en las filas anteriores pero sincronizados con la
presentacion del estimulo para los ensayos ‘No’. N=55 neuronas registradas con las
tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Sélo Video, y S6lo Sonido). Bin=20 ms.

Hemos estudiado la actividad de estas neuronas durante la ejecucion de dos
tipos de errores: las falsas alarmas, que consisten en el pulsado de palanca en los
ensayos que no requieren acto motor (ensayos ‘No’), y los errores por omision,
caracterizados por el no pulsado de palanca en aquellos ensayos en los que es necesario
pulsar palanca para recibir recompensa (ensayos ‘Si’). Esta poblacion neuronal mostro
un incremento significativo de actividad (ANOVA, P<0.05) alrededor del pulsado de
palanca en las falsas alarmas, mientras que en los errores por omision (donde los

animales no pulsaban palanca) no habia cambios significativos en la frecuencia de
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descarga (Figura 29; ANOVA, P>0.05). Estos datos confirman la implicacién de estas

neuronas en la ejecucion de un acto motor.
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Figura 29: Histogramas de poblacién de las neuronas relacionadas con la accion.
La frecuencia de descarga aumenta alrededor del pulsado de palanca durante las
falsas alarmas y no durante los errores por omision. A, Histogramas sincronizados
con el pulsado de palanca durante las falsas alarmas (ensayos ‘No’ en los que pulsa
la palanca). N=43 neuronas registradas con las tres condiciones sensoriales (Video
y Sonido, Sélo Video, y Sélo Sonido). B, Histogramas sincronizados con la aparicion
del estimulo durante los errores por omision (Ensayos ‘Si” en los que no pulsa la
palanca). N=13 neuronas registradas con las tres condiciones sensoriales (Video y
Sonido, Sélo Video, y Sélo Sonido). Bin=20 ms.

En nuestros experimentos los animales realizaban la tarea con la mano derecha.
Para comprobar la posible influencia de la mano utilizada para pulsar palanca en esta
actividad neuronal, durante el registro de 9 neuronas que mostraron actividad
relacionada con la accion, el animal utilizd primero la mano derecha y luego la
izquierda completando las 3 condiciones sensoriales. Las neuronas se activaron en torno
al pulsado de palanca en ambos casos (ANOVA, P< 0.05). No se encontraron
diferencias significativas entre pulsado de palanca con la mano derecha y con la mano

izquierda (ANOVA, P>0.05) (Figura 30).
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Figura 30: Histogramas y rasters de una neurona relacionada con la accion.
Arriba: Rasters sincronizados con el pulsado de palanca durante los ensayos ’Si’
ejecutados con la mano derecha. Abajo: Rasters sincronizados con el pulsado de
palanca durante los ensayos ’Si’ ejecutados con la mano izquierda. Neurona
registrada con las tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Sélo Video, y Sélo

Sonido). Bin=20 ms.

Hemos podido identificar tres poblaciones de neuronas relacionadas con |

a

accioén en funcioén del momento de aparicion del cambio de actividad. Estas poblaciones

neuronales se denominaron neuronas pre-accién, peri-accion, y activacién-supresion

(Figura 31). Sus caracteristicas se describen a continuacion.
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Neuronas relacionadas con la accion
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Figura 31: Histograma mostrando el porcentaje de los tres tipos de neuronas
registrados relacionados con la ejecucion de la accion.

Neuronas pre-accion

De las 78 neuronas relacionadas con la accioén, 15 (19%) mostraron un cambio
de actividad significativo antes del pulsado de palanca (Figura 32; ANOVA, P<0.05).
Este cambio de actividad tenia un maximo antes del pulsado de la palanca y se reducia
progresivamente hasta sobrepasar este punto. Por este motivo se denominaron neuronas
pre-accion. En los ensayos en los que no se produjo pulsado de palanca (ensayos ‘No’),
no se observo cambio significativo de actividad en estas neuronas. En todos los casos, el
cambio consistié en un incremento de actividad. El porcentaje de este incremento en
esta poblacion neuronal antes del pulsado de palanca con respecto a la descarga basal
fue de 128% para la condicion Video y Sonido, de 137% para la condicion Sélo Video,
y de 130% para la condicion Sélo Sonido. No se encontraron diferencias significativas
entre las tres condiciones sensoriales (ANOVA, P>0.05). La duraciéon media
poblacional del incremento de la actividad en las tres condiciones sensoriales fue de
423+25 ms (Poisson, P<0.05). Esta poblacion neuronal mostrd un inicio de la activacion

a un tiempo medio de 261+72 ms antes del pulsado de la palanca (Poisson, P<0.05) para

80



Resultados

las tres condiciones sensoriales. No se hallaron diferencias significativas para el inicio
de la activacion entre las tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Solo Video, y
So6lo Sonido; ANOVA, P>0.05). El IM de la poblacion de las neuronas pre-accion en

los ensayos ‘Si’ considerando conjuntamente las tres condiciones fue de 0.94.
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Figura 32: Histogramas de poblacion de las neuronas pre-accion. Estas neuronas
aumentan su actividad antes del pulsado de palanca en los ensayos ’Si’. Arriba:
Histogramas sincronizados con el pulsado de palanca para los ensayos ‘Si’. Medio:
Mismos histogramas representados arriba, pero sincronizados con la presentacion
del estimulo para los ensayos ’Si’. Abajo: Histogramas de las mismas neuronas
representadas en las filas anteriores pero sincronizados con la presentacion del
estimulo para los ensayos ‘No’. N=10 neuronas registradas con las tres condiciones
sensoriales (Video y Sonido, S6lo Video, y Sélo Sonido). Bin=20 ms.

Neuronas peri-accion

El 67% de las neuronas relacionadas con el acto motor (N=52 neuronas), se
caracterizo por el incremento de su actividad antes, durante y después del pulsado de la
palanca, coincidiendo su maximo con el momento del pulsado (Figura 33; ANOVA,
P<0.05). La cuantificacion de la actividad se realiz6 durante los 125 ms previos y

posteriores al pulsado de la palanca. Estas neuronas fueron clasificadas como neuronas
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peri-accion. El porcentaje del incremento de descarga de estas neuronas durante el
pulsado de palanca con respecto a la descarga basal fue de 176% para la condicion
Video y Sonido, 195% para la condicion Sélo Video, y de 181% para la condicion Sélo
Sonido. No se hallaron diferencias significativas entre las tres condiciones sensoriales
(Video y Sonido, Solo Video, y S6lo Sonido; ANOVA, P>0.05). La duracion media del
incremento de la actividad en las tres condiciones sensoriales fue de 437+£26 ms. La
activacion de estas neuronas comenzd a un tiempo medio de 147+74 ms antes del
pulsado de palanca, manteniéndose durante una media de 290+20 ms tras el pulsado de
palanca (Poisson, P<0.05) para las tres condiciones sensoriales. No se hallaron
diferencias significativas entre las tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Soélo
Video, y Solo Sonido; ANOVA, P>0.05). El IM de la poblaciéon estas neuronas

considerando conjuntamente las tres condiciones fue de 0.99 para los ensayos ‘Si’.

Video v Sonido Solo Video Sdlo Sonido
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Figura 33: Histogramas de poblacion de las neuronas peri-accion. Estas neuronas
aumentaban su actividad alrededor del pulsado de palanca en los ensayos ’Si’.
Arriba: Histogramas sincronizados con el pulsado de palanca para los ensayos “Si’.
Medio: Mismos histogramas representados arriba pero sincronizados con la
presentacion del estimulo para los ensayos ‘Si’. Abajo: Histogramas de las mismas
neuronas representadas en las filas anteriores pero sincronizados con la
presentacion del estimulo para los ensayos ‘No’. N=36 neuronas registradas con las
tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Sélo Video, y Sélo Sonido). Bin=20 ms.
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Neuronas de activacion-supresion

El 14% (n=11) de las neuronas relacionadas con la accién mostré un aumento
de su actividad alrededor del pulsado de la palanca en los ensayos ‘Si’ y una
disminucion de actividad en la misma ventana temporal en los ensayos ‘No’ (Figura 34;
ANOVA, P<0.05). Estas neuronas fueron clasificadas como neuronas de activacion-

supresion.

El porcentaje del incremento de descarga de estas neuronas durante el pulsado
de palanca con respecto a la descarga basal fue en los ensayos ‘Si’ de 406% para la
condicion Video y Sonido, de 444% para la condicion Sélo Video, y de 373%% para la
condicion Solo Sonido. No se hallaron diferencias significativas entre las tres
condiciones sensoriales (Video y Sonido, So6lo Video, y Sélo Sonido; ANOVA,
P>0.05). El porcentaje de la disminucion de descarga con respecto a la descarga basal
de estas neuronas para la ventana temporal correspondiente en los ensayos ‘No’ fue de
164% para la condicion Video y Sonido, de 183% para la condicion Sélo Video, y de
150% para la condicién Sélo Sonido. No se hallaron diferencias significativas entre las
tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Sélo Video, y Sélo Sonido; ANOVA,
P>0.05). La duracion media en las tres condiciones sensoriales del incremento de la
actividad para los ensayos ‘Si’ fue de 453+48 ms, y la duracion media de la disminucion
de la actividad para los ensayos ‘No’ fue de 563+87 ms. La activacion de estas neuronas
se producia a los 389+66 ms antes del pulsado de la palanca manteniéndose durante una
media de 842+39 ms tras el pulsado de palanca para las tres condiciones sensoriales en

3

los ensayos ‘Si’ (Poisson, P<0.05). No se hallaron diferencias significativas en la
aparicion y duracion del incremento de actividad entre las tres condiciones sensoriales
(Video y Sonido, Sélo Video, y Sélo Sonido, ANOVA, P>0.05). La supresion de
actividad en esta poblacion neuronal en los ensayos ‘No’ comenzaba a los 271429 ms
después de la presentacion del estimulo visual para las condiciones Video y Sonido, y
Solo Video, y a los 111£43 ms después de la presentacion del estimulo auditivo para la

condicion Sélo Sonido (Poisson, P<0.05). En este caso, no se pudieron establecer
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comparaciones entre estas tres condiciones sensoriales ya que no es posible sincronizar
su actividad con el mismo estimulo. El IM de la poblacion de estas neuronas para los
ensayos ‘Si’ fue de 0.99 considerando conjuntamente las tres condiciones, y para los
ensayos ‘No’ fue de 0.95 para las condiciones Video y Sonido, y S6lo Video, y de 0.81

para la condicion So6lo Sonido.
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Figura 34: Histogramas de poblacién de las neuronas de activacion-supresion.
Estas neuronas mostraron un aumento de actividad alrededor del pulsado de
palanca en los ensayos ‘Si’ y una disminucion de actividad en la misma ventana
temporal en los ensayos ‘No’. Arriba: Histogramas sincronizados con el pulsado de
palanca para los ensayos ‘Si’. Medio: Mismos histogramas representados arriba,
pero sincronizados con la presentacion del estimulo para los ensayos ‘No’. Abajo:
Histogramas de las mismas neuronas representadas en las filas superiores pero
sincronizados con la presentacién del estimulo para los ensayos ‘Si’. N=8 neuronas
registradas con las tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Sélo Video, y Sélo
Sonido). Bin=20 ms.
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2.3 Actividad neuronal relacionada con la recompensa

De las 133 relacionadas con la tarea, un total de 38 (29%) mostraron cambios
en su frecuencia de descarga en relacion con la obtencion de la recompensa en las tres
condiciones de presentacion del estimulo (ANOVA, P<0.05). La mayor parte de estas
neuronas (87%, 33 neuronas de las 38) incrementaron su frecuencia de descarga
(Figuras 35A, 36A), y un 13% (5 neuronas de las 38) disminuyeron su frecuencia de

descarga con respecto a la actividad basal (Figura 35B).

El porcentaje del incremento de descarga de estas neuronas tras la presentacion
de la recompensa con respecto a la descarga basal fue en los ensayos ‘Si’ de 178% para
la condicion Video y Sonido, de 167% para la condicion Sélo Video, y de 172% para la
condicion Sélo Sonido. No se hallaron diferencias significativas entre las tres
condiciones sensoriales (Video y Sonido, Sé6lo Video, y Sélo Sonido; ANOVA,
P>0.05). El porcentaje de la disminucion de descarga de esta poblacion neuronal tras la
presentacion de la recompensa con respecto a la descarga basal fue en los ensayos “Si’
de 264% para la condicion Video y Sonido, de 250% para la condicion Solo Video, y de
247% para la condicion So6lo Sonido. La duracion media del cambio de actividad para
las tres condiciones sensoriales fue 570+72 ms. El cambio de actividad en las tres
condiciones sensoriales tuvo una latencia media de 183+64 ms tras la presentacion de la
recompensa. No se encontraron diferencias significativas en la latencia media entre las
neuronas que mostraban un aumento de actividad tras la presentacion de recompensa y
las que mostraron una disminucién de actividad tras la presentacion de recompensa
(ANOVA, P>0.05). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la latencia
media entre las tres condiciones sensoriales (ANOVA, P>0.05). El IM de la poblacion
de las neuronas de recompensa que mostraron un aumento de actividad fue de 0.99
calculado conjuntamente para las tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Sélo
Video, y Sélo Sonido), y el IM de la poblacion de las neuronas de recompensa que
mostraron una disminucion de actividad fue de 0.97 calculado conjuntamente para las

tres condiciones sensoriales (Video y Sonido, Sélo Video, y Solo Sonido).
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Figura 35: Histogramas y rasters de dos ‘neuronas de recompensa’. A. Neurona que
aumenta su actividad tras la obtencion de recompensa en los ensayos ‘Si’.
Histogramas y rasters sincronizados con la aparicién de la recompensa para los
ensayos ‘Si’. B. Neurona que disminuye su actividad tras la obtencion de
recompensa. Histogramas y rasters sincronizados con la aparicién de la recompensa
para los ensayos ‘Si’. Bin=20 ms. Neuronas registradas con las tres condiciones
sensoriales (Video y Sonido, Sélo Video, y S6lo Sonido). Bin=20 ms.

En los ensayos ‘No’ en los que los animales no recibian recompensa no se
observd ningin cambio en la actividad neuronal. En 26 de las 38 neuronas de
recompensa se llevo a cabo un control denominado S6lo Recompensa, que consistia en
la liberacion de gotas de zumo sin que el animal estuviese realizando la tarea y sin
presentacion estimular previa (Figura 36B). Estas neuronas modificaban su actividad
tras la presentacion de la recompensa bajo estas condiciones (ANOVA, P<0.05). El
porcentaje del incremento de descarga de estas neuronas tras la presentacion de la
recompensa con respecto a la descarga basal fue de 144%. La duracion media del
cambio de actividad fue 600 ms. La latencia media del comienzo del cambio de

actividad de este grupo neuronal fue de 209+108 ms tras la presentacion de la
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recompensa. El IM de la poblacion de las neuronas de recompensa para el control Sélo

Recompensa fue de 0.97.
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Figura 36: Histogramas de poblacion de las neuronas de recompensa. Estas
neuronas mostraron un aumento de actividad tras la obtencion de la recompensa en
los ensayos ‘Si’. A. Arriba: Histogramas sincronizados con la presentacion de la
recompensa para los ensayos ‘Si’. Medio: Mismos histogramas representados
arriba, pero sincronizados con la presentacion del estimulo para los ensayos “Si’.
Abajo: Histogramas de las mismas neuronas representadas en las filas anteriores
pero sincronizados con la presentacion del estimulo para los ensayos ‘No’. Bin=
20ms. N=26 neuronas registradas con las tres condiciones sensoriales (Video y
Sonido, S6lo Video, y So6lo Sonido). B. Histogramas sincronizados con la
presentacion de la recompensa para los ensayos ‘S6lo Recompensa’. N=22. Bin=20
ms.
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2.4 Actividad neuronal relacionada con mas de un evento de la tarea

Algunas de las neuronas registradas mostraron cambios de actividad
relacionados con mas de un tipo de estimulo. Asi, ocho neuronas presentaron un
aumento de la frecuencia de descarga ante la presentacion del estimulo visual y
alrededor del pulsado de palanca (Figura 37, ANOVA, P<0.05). Siete neuronas
presentaron un aumento de la frecuencia de descarga bimodal, alrededor del pulsado de
palanca y tras la presentacion de la recompensa (ANOVA, P<0.05). Estas neuronas han
sido incluidas dentro del grupo funcional de neuronas relacionadas con la accion

porque su cambio de actividad mas evidente estaba en relacion con el pulsado de la

palanca.
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Figura 37: Histogramas de poblacién de las neuronas que aumentan su actividad
tras la presentacion del estimulo visual y la ejecucion del movimiento. A,
Histogramas sincronizados con el pulsado de palanca para los ensayos ‘Si’. B,
Histogramas sincronizados con la aparicion del estimulo para los ensayos ‘Si’ y los
ensayos ‘No’. N=8 neuronas registradas con las tres condiciones sensoriales (Video
y Sonido, S6lo Video, y Sélo Sonido). Bin=20 ms.
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2.5 Actividad neuronal relacionada con la accién y tiempo de reaccion

Hemos analizado el inicio de la activacion neuronal en las neuronas
relacionadas con la accion considerandolas conjuntamente y de forma separada en cada
animal. Para esto hemos determinado el momento del inicio de la activacion en cada
neurona individual y estos valores se compararon entre ambos animales (ANOVA).En
el caso de las condiciones Video y Sonido, y Solo Video, en el animal 1 (N=13), la
activacion de esta poblacion neuronal se iniciaba a los 269+75 ms tras la aparicion del
video, mientras que en el animal 2 (N=32) lo hacia a los 274+59 ms. Estas diferencias
no fueron significativas (ANOVA, P>0.05). Para la condicion Sélo Sonido, la
activacion aparecia a los 305£99 ms tras el inicio del estimulo auditivo en el animal 1
(N=12), mientras que para el animal 2 (N=31) aparecia a los 304+133 ms. Estas
diferencias no fueron significativas (ANOVA, P>0.05).
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Debido a que el putamen recibe diferentes tipos de informacion de varias
estructuras cerebrales (DeLong, 2000; Galvan y cols. 2006), consideramos que el uso de
una tarea compleja seria adecuado para poder estudiar su actividad. Por ello, se ha
optado por utilizar videos, que proporcionan un estimulo complejo formado por varios
componentes sensoriales asociados entre si como son las imagenes de las caras
moviéndose en sentido vertical y pronunciando la palabra ‘Si’ o moviéndose en sentido

13

horizontal y pronunciando la palabra ‘No’. Ademads, los videos representaban dos
acciones habituales de la vida real: una afirmacién y una negaciéon. Creemos que la
utilizacion de este tipo de estimulos simula una situacion mas natural que la utilizacion

de estimulos abstractos.

Al ejecutar esta tarea los animales tenian que procesar informacion visual y
auditiva, diferenciar su significado y determinar si debian ejecutar un movimiento con
la finalidad de obtener una recompensa. Por ello, el uso de esta tarea nos ha permitido
estudiar la actividad de las neuronas del putamen en relacion con el componente visual,

auditivo, motor y de recompensa contenidos en la tarea que hemos disefiado.

1. RESULTADOS PSICOFISICOS

Tras el entrenamiento en la tarea los dos animales utilizados en el experimento
mostraron un alto porcentaje de ensayos correctos, lo que indica que aprendieron a
ejecutar la tarea de forma satisfactoria. Ambos animales mostraron tiempos de reaccion

mas bajos para la condiciéon Solo Sonido, que para las condiciones Video y Sonido, y
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Solo Video. Para estas dos ultimas condiciones, cada animal de forma individual mostro
tiempos de reaccion similares. El mayor retardo en la respuesta de ambos animales (ver
Tabla 1) en los ensayos en los que se presentaba el video (Video y Sonido, S6lo Video)
comparado con los ensayos en los que se presentaba so6lo el sonido (S6lo Sonido)
probablemente se deba a que para diferenciar un ‘Si’ de un ‘No’ en un video, era
necesario esperar a que apareciese el movimiento de cabeza (horizontal o vertical). Sin
embargo, la discriminacion de los sonidos ‘Si’ y ‘No’ era posible desde practicamente el
inicio del sonido. En la condicion Video y Sonido el video aparece antes que el sonido,
y como consecuencia los animales respondian ante la informacion visual contenida en el

video, que aparecia primero, sin esperar a la informacion sonora.

Respecto a los tipos de errores cometidos durante la ejecucion de la tarea, se
hallaron diferencias entre los dos animales. La mayoria de los errores cometidos por el
animal 1 fueron errores por omision (no pulsar la palanca ante un ensayo ‘Si’), mientras
que para el animal 2 eran mas frecuentes las falsas alarmas (pulsar palanca ante un
ensayo ‘No’) (Figura 22). Ello refleja diferencias en la ejecucion de la tarea entre los
dos animales. Los errores por anticipacion (presionar antes de tiempo) eran mas
frecuentes durante la condicion Sélo Sonido (Figura 22). Esto puede deberse a que en
las condiciones Video y Sonido y S6lo Video los animales deben prestar mas atencion
desde su aparicion ya que las primeras imagenes (fotogramas) del video no son
suficientes para discriminar entre un mensaje ‘Si’ y un mensaje ‘No’ (tienen que
discriminar la direccion del movimiento de la cabeza). Sin embargo, en la condicion
Solo Sonido no hay ninguna sefial que indique el comienzo del ensayo. Ademas, el
estimulo (el sonido) aparece mas tarde que el video, por lo que los animales tienen que
esperar mas tiempo hasta la presentacion de un estimulo que en la condicion Soélo
Video. Debido a estas razones, los animales se vuelven mas impacientes en la condicion

Sélo Sonido, lo que provoca un mayor numero de errores por anticipacion.

Los dos animales mostraron diferencias en los tiempos de reaccion en las tres

condiciones sensoriales (Video y Sonido, Soélo Video, y Soélo Sonido). El animal 1
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pulsaba la palanca con mayor rapidez que el animal 2 (unos 50 ms antes
aproximadamente, ver Tabla 1) en las condiciones Video y Sonido, y Solo Video. Por el
contrario, el animal 2 era mas rapido que el 1 pulsando la palanca (unos 60 ms mas
rapido aproximadamente, ver Tabla 1) en la condicion Sélo Sonido. Teniendo en cuenta
estas diferencias en el tiempo de reaccidn, se podria esperar que hubiese diferencias en
el momento de aparicion del cambio de actividad entre los dos animales para las
neuronas relacionadas con la accion. Sin embargo, no se hallaron diferencias
significativas (ANOVA, P<0.05) en el inicio de la activacion neuronal entre ambos
animales. Estos datos muestran que en ambos animales se iniciaba la actividad neuronal
al mismo tiempo, pero el acto motor se produjo en diferentes momentos. Esto puede
significar que la informacion relacionada con los estimulos visual y auditivo alcanza el
putamen con una latencia similar en ambos animales, pero el procesamiento del acto

motor tiene diferente duracién para cada animal.

2. ACTIVIDAD NEURONAL

Tras analizar la actividad neuronal hemos encontrado tres poblaciones
neuronales en funcion del evento de la tarea que modula su actividad: las neuronas
visuales, que se activan tras la presentacion del video, las neuronas relacionadas con la
accion, que se activan alrededor del pulsado de palanca, y las neuronas de recompensa,
que se activan tras la presentacion de la recompensa (Figura 24). Todos los grupos
neuronales descritos presentaban un IM alto, lo que indica que estas neuronas poseen un

significativo grado de selectividad respecto al evento con el que estan relacionadas.
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2.1 Neuronas visuales

Las neuronas que hemos denominado neuronas visuales mostraban cambios en
su actividad relacionados con el componente visual de la tarea. Estos cambios aparecian
inmediatamente después de la aparicion del video tanto en los ensayos ‘Si’ como en los
ensayos ‘No’ (Figura 26), lo cual sugiere que estan relacionados con el procesamiento
de estimulos visuales y no con la actividad motora o la presentacion de recompensa.
Esto también se refleja en la latencia de estas neuronas (Figura 23), que es similar a las
descritas por otros autores en el putamen u otras estructuras como el caudado (Hikosaka
y cols., 1989a; Kimura, 1992; Romero y cols., 2008). Un trabajo anterior de nuestro
grupo de investigacion ya describié neuronas del putamen y del caudado que se
activaban tras la presentacion de un estimulo visual en los ensayos sin actividad motora

ni aparicion de recompensa (Romero y cols., 2008).

Varios estudios han mostrado neuronas del putamen que cambian su actividad
tras la presentacion de estimulos que predicen la aparicion de la recompensa (Aosaki y
cols., 1994; Kimura y cols. 1984). Sin embargo, en el presente estudio la actividad
neuronal se incrementa tras la presentacion del estimulo visual para los ensayos ‘Si’, y
también para los ensayos ‘No’ (que no son recompensados). Ademas, en la condicion
Sélo Sonido, en la que era necesario pulsar palanca para obtener recompensa, las
neuronas visuales no modificaban su actividad, lo cual demuestra que no estaban
relacionadas con la ejecucion motora ni con la aparicion del estimulo auditivo o de la

recompensa.

El perfil de respuesta de las neuronas visuales estudiadas en el presente trabajo
sugiere que estan relacionadas con el procesamiento de informacion visual pura. Otros
autores ya han descrito actividad neuronal relacionada con estimulos visuales en el
putamen (Kimura, 1992) y en el caudado (Hikosaka y cols., 1989a, 1898b) en monos
rhesus. Ademads, Nagy y cols. (2003, 2008) describieron esta actividad visual en otros

nucleos pertenecientes a los GB como la substancia negra y el nucleo del caudado en
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gatos. Sin embargo, en los anteriores trabajos la actividad neuronal relacionada con
estimulos visuales también estaba modulada por la ejecucion de una accion (Kimura,
1992). Otros autores encontraron actividad visual pero no pudieron demostrar con
claridad si estaba o no modulada por la recompensa (Hikosaka, 1989a, 1898b, Nagy y
cols., 2003, 2008). En nuestros experimentos queda demostrado que la actividad
relacionada con el componente visual de la tarea no estd modulada por la ejecucion
motora o por la obtencién de recompensa. Es posible que la actividad de estas neuronas
visuales sea una sefial que indique al putamen que se ha producido un evento relevante
que puede requerir la realizacion o no de un movimiento. Sin embargo, esta informacion
visual puede no ser suficiente para decidir si se debe o no realizar este movimiento. De
hecho, estas neuronas se activan en la misma forma durante los ensayos ‘Si’ que
requieren movimiento que en los ensayos ‘No’ que no requieren movimiento. La orden
para realizar o no realizar el movimiento probablemente provenga de la corteza
prefrontal, area cortical de la que el putamen recibe conexiones (Nakano y cols., 2000;
Parent y Hazrati, 1995), y estd relacionada con la toma de decisiones (Genovesio y

cols., 2011; Watanabe y Funahashi, 2007).

La informacion visual que nosotros hemos encontrado probablemente llegue al
putamen proveniente de los coliculos superiores a través del talamo (McHaffie y cols.,
2005; Redgrave y cols., 2010), y de la corteza, de la que recibe conexiones directas
(Bolam y cols., 2009, Middleton y Strick, 1996, Seger, 2007). Kimura (1992) registr6
en primates neuronas del putamen que se activaban ante la presentacion de estimulos
visuales. Estas neuronas se agrupaban en dos poblaciones en funcion de su perfil de
activacion. Una poblacion mostraba una alta activacion ante los estimulos visuales que
indicaban al animal que debia realizar un movimiento para obtener recompensa y una
baja activacion ante los estimulos visuales que indicaban que no debia realizar ningin
movimiento. Estos datos sugieren que esta poblacion de neuronas del putamen procesa
tanto la informacion visual como la informacién relacionada con la recompensa. La otra
poblaciéon neuronal mostraba la misma actividad ante los dos tipos de estimulos

visuales, lo que significa que esta poblacion de neuronas Unicamente procesa la
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informacion visual. Igualmente Graziano y Gross (1993) describieron actividad visual

en el putamen de primates y Schulz y cols. (2009) en el estriado de ratas.

2.2 Neuronas relacionadas con la accién

Las neuronas relacionadas con la accion se activaban alrededor del pulsado de
palanca. El cambio de actividad en estas neuronas ocurre después del de las neuronas
visuales y antes del de las neuronas de recompensa, dato que apoya la distincion de las

tres poblaciones neuronales mostradas en la Figura 23.

La actividad de las neuronas relacionadas con la accion durante las falsas
alarmas y los errores por omision demuestran su implicacion en el acto del pulsado de la
palanca (Figura 29). Asi, cuando el animal pulsa palanca ante un ensayo ‘No’ (falsa
alarma) la actividad neuronal aparece alrededor de la palanca, mientras que cuando no
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pulsa palanca ante un ensayo ‘Si’ (error por omision) no se hallaron cambios de la

actividad basal.

La actividad motora hallada en el putamen puede ser el resultado de las
conexiones de los GB con la corteza motora. De hecho, algunos autores han descrito
activacion de la corteza motora que precedia a la activacion del estriado, formado por
putamen y caudado (Crutcher y Alexander, 1990; Fuji y Graybiel, 2005). Estos
resultados apoyan la existencia de un procesamiento secuencial de la informacion
motora. En primer lugar se activa la corteza motora, que envia informacion a los GB,
quienes posteriormente procesan esta informacion y la envian de nuevo a la corteza a
través del tdlamo y al tronco encefélico. A través de las tres vias de los GB (directa,
indirecta e hiperdirecta) la actividad de los nucleos de salida de los GB (el GPi y la
SNr), que reciben conexiones del putamen (Bolam y cols., 2000; Marchand, 2010),
influye en la actividad cortical a través del talamo. Cuando los nucleos de salida de los

GB son inhibidos mediante la via directa aumenta la actividad cortical dando lugar a
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una activacion motora. Cuando los nucleos de salida de los GB son activados mediante
la via indirecta o hiperdirecta disminuye la actividad cortical provocando una inhibicion
motora. Estas tres vias de los GB son las encargadas de ejecutar los movimientos
requeridos por el entorno (via directa) y de suprimir los movimientos inadecuados e

innecesarios (via indirecta e hiperdirecta).

Nagy y cols. (2006) estudiaron neuronas del coliculo superior que no
mostraban cambios de actividad durante los movimientos realizados por el animal para
pulsar un botén, en cambio se activaban durante la fase de pulsado. Estas neuronas
fueron clasificadas como motoras-somatosensoriales, ya que su actividad estaba
relacionada con el contacto de la mano con el botoén pulsado, y no con el movimiento
llevado a cabo para pulsar el boton. En nuestros experimentos el animal mantenia la
mano sobre la palanca durante todos los ensayos, pero sélo la pulsaba en los ensayos
‘St’. Por ello, podemos afirmar que las neuronas relacionadas con el acto motor no estan
moduladas por el componente somatosensorial del contacto con la palanca, si no que lo

estan por el pulsado de palanca.

Las neuronas relacionadas con la accion las hemos clasificado en tres grupos,
en funciéon del momento y del modo en que se activan alrededor del pulsado de la
palanca. Estos tres grupos, pre-accion, peri-accion y de activacion-supresion, podrian

tener diferentes funciones en la ejecucion del movimiento.

Neuronas pre-accidn. Este grupo de neuronas se activaba antes del pulsado de

palanca por lo que fueron clasificadas como neuronas pre-accion (Figura 32). La
latencia de estas neuronas y la ausencia de actividad en los ensayos en los que no se
requeria pulsado de palanca (ensayos ‘No’) sugieren que su actividad esta relacionada
con el inicio o con la programacion del movimiento. Es posible que las neuronas pre-
accion procesen informacién motora relacionada con la preparacion de un acto motor
para obtener recompensa. Varios estudios han descrito este tipo de actividad en los GB.
Por ejemplo, Romo y cols. (1992) registraron neuronas en el estriado de primates que se

activaban antes de la ejecucion de un movimiento. Asimismo, un estudio reciente en
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primates (Deffains y cols., 2010) describié neuronas en el putamen que presentaban
cambios en su descarga basal antes de los movimientos realizados para tocar una

pantalla tras la presentacion de varios estimulos.

Neuronas peri-accion. Un segundo grupo de neuronas aumentaba su actividad

antes del pulsado de palanca y esta actividad se mantenia durante y tras el pulsado de
palanca. Estas neuronas fueron clasificadas como neuronas peri-accién (Figura 33). Su
perfil de activacion sugiere que estan relacionadas de forma directa con la ejecucion del
movimiento. Varios autores han hallado neuronas del putamen mostrando cambios de
actividad durante la realizacion de un movimiento (Deffains y cols., 2010; Filatova y
cols. 2005; Ueda y Kimura, 2003). Estos hallazgos confirman el papel que el putamen

juega en la ejecucion de actos motores.

Neuronas activacién-supresion. El Gltimo grupo de neuronas relacionadas con

la accidn modificaba su actividad alrededor del pulsado de la palanca pero, a diferencia

3

de las anteriores, aumentaban su actividad en los ensayos ‘Si’ (en los que se pulsaba
palanca) y disminuian su actividad durante la misma ventana temporal en los ensayos
‘No’ (en los que no se realizaba el pulsado de la palanca) (Figura 34). Este perfil de
actividad sugiere que estas neuronas estan relacionadas con la ejecucion de movimiento
en los ensayos ‘Si’ y con la ‘omision’ del movimiento en los ensayos en los que no se

lleva a cabo ningtin acto motor (ensayos ‘No’).

De los tres subgrupos descritos, quizas el Gltimo sea el mas interesante.
Durante los experimentos hemos monitorizado la mano del animal y, como ya se ha
dicho, hemos comprobado que el animal la mantenia sobre la palanca tanto en los
ensayos ‘Si’ como en los ensayos ‘No’, pero no hemos observado ningln tipo de
movimiento de la mano o el brazo durante los ensayos ‘No’. Los cambios de actividad
encontrados en las neuronas de activacién-supresion tanto en los ensayos ‘Si” como en
los ensayos ‘No’ pueden deberse a la automatizacion del movimiento. Algunos estudios

han demostrado que cuando un animal aprende a ejecutar correctamente una tarea
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operante, los movimientos se automatizan con el tiempo dando lugar a cambios en la
actividad neuronal (Barnes y cols. 2005; Tang y cols. 2007). Asimismo se ha propuesto
que las conexiones entre los GB y la corteza prefrontal son responsables de la
adquisicion de movimientos automaticos (Middleton y Strick, 2002; Draganski y cols.,
2008), hallazgos que apoyan la relacion del putamen con la ejecucion de movimientos
automaticos. Otra posibilidad es que la disminucion de actividad neuronal durante los
ensayos ‘No’ podria estar relacionada con la supresion del movimiento. El incremento
de actividad de las neuronas de este grupo estaria entonces relacionada con el
movimiento de pulsado, mientras que la supresion de su actividad reflejaria el efecto de
alguna aferencia inhibitoria relacionada con la supresion activa del acto motor. Algunas
estructuras del cerebro envian conexiones al putamen para cancelar o modular la
actividad motora. De hecho la corteza frontal inferior del hemisferio derecho ha sido
relacionada con la inhibicién de una respuesta iniciada en la corteza (Aron y cols.,
2004). Esta area cortical puede inhibir los planes motores a través de sus conexiones
con los GB. En apoyo de esta hipotesis esta el hecho de que algunos autores han
descrito neuronas del estriado que se activan durante ensayos que requieren inhibicion
de movimiento (Apicella y cols., 1992; Schultz y Romo, 1992; Romero y cols. 2008).
Finalmente, otros autores (Lee y Assad, 2003; Lee y cols., 2006) defienden que la
actividad neuronal en ausencia de movimientos puede indicar que el movimiento ha
sido suprimido correctamente. Por ello, segun estos autores esta actividad no estaria

relacionada directamente con la ejecucién motora.

El papel del putamen en la supresion de movimiento puede tener especial
relevancia en el conocimiento de trastornos motores como la enfermedad del Parkinson.
Esta alteracion de los GB se caracteriza por una disminucion de los movimientos
voluntarios y un incremento de los movimientos involuntarios. Los estudios sobre el
mecanismo encargado de suprimir movimientos de forma voluntaria pueden ayudar a

avanzar en la etiologia de este tipo de desdrdenes motores.
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Estas neuronas clasificadas como activacion-supresion presentan un perfil de
activacion que, al menos que nosotros conozcamos, no ha sido descrito por otros
autores: la misma neurona aumenta su actividad durante los ensayos motores y
disminuye su actividad durante los ensayos no motores. Aunque nosotros aqui
sugerimos algunas ideas sobre el papel que pueden jugar en la realizacion de
movimientos, se necesitan experimentos adicionales para establecer una conclusiéon mas

clara sobre su funcion.

2.3 Neuronas de recompensa

El tercer grupo de neuronas que hemos encontrado en el putamen modificaban
su actividad tras la presentacion de la recompensa, por lo que fueron clasificadas como

neuronas de recompensa (Figura 36).

Varios estudios han demostrado que la actividad del putamen esta modulada no
solo por la presentacion de la recompensa (Apicella y cols., 1997; Ravel y cols., 2003),
sino también por los estimulos que predicen la presentacion de la recompensa (Aosaki y
cols., 1994; Kimura y cols., 1984). En este ultimo caso, las neuronas responden a la
expectativa de futuras recompensas. En el presente trabajo no encontramos este tipo de
actividad neuronal debido probablemente al disefio del experimento. En nuestra tarea
los animales recibian la recompensa inmediatamente después del pulsado de palanca por

lo que no era posible la aparicion de la expectacion de recompensa.

En los ensayos que hemos realizado para determinar la influencia real de la
recompensa, el animal recibia una recompensa sin realizar la tarea y sin tener ningin
tipo de estimulo previo o posterior a recibirla. De esta forma hemos constatado que las
neuronas de recompensa presentaban la misma activacion ante la presentacion de
recompensa en los ensayos realizados durante la tarea normal que cuando se le daba una

gota de zumo sin realizar la tarea y sin presentacion de ningln tipo de estimulo (Figura
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36B). Esto indica que el putamen procesa informacion directamente relacionada con la
recompensa independientemente de la realizacion de la tarea. También hemos
comprobado que durante la realizacion de la tarea los animales realizaban movimientos
bucales similares a los realizados cuando obtenia recompensa, pero en estos casos no

hemos observado que se produjesen cambios en la actividad neuronal.

Las neuronas implicadas en el procesamiento de estimulos visuales y de
recompensa estudiadas en este trabajo apoyan la hipotesis de que los GB procesan
informacion sobre los eventos de nuestro entorno que son relevantes (Blazquez y cols.,
2002; Lee y cols., 2006; Yamada y cols., 2004). Las neuronas del putamen que reciben
informacion sobre estos eventos podrian modular los circuitos entre la corteza y los GB

para ajustar los movimientos y producir la acciéon mas apropiada al contexto.

2.4 Neuronas con respuestas a varios eventos

La mayor parte de las neuronas que hemos registrado estaban moduladas por
un unico tipo de estimulo, sin embargo un pequefio nimero de neuronas mostraron
cambios de actividad ante diferentes tipos de estimulos sensoriales. En ocho neuronas la
actividad estaba modulada por el estimulo visual y por el movimiento, mientras que en
otras siete neuronas hemos observado modulacion de su actividad por el movimiento y
la presentacion de la recompensa. Ello indica que algunas neuronas del putamen
procesan diferentes tipos de informacion de forma simultanea y posiblemente la
integren para generar sefiales motoras. En apoyo a estos resultados, otros autores
también han encontrado neuronas que se activaban simultineamente ante diferentes
condiciones sensoriales. Por ejemplo, Pasquereau y cols. (2007) estudiaron neuronas del
estriado moduladas por la direccion del movimiento de la mano sobre la palanca, y la
probabilidad de recompensa. También Kimura (1992) estudié en primates neuronas del
putamen que mostraban actividad relacionada con estimulos visuales y con la ejecucion

de un movimiento. El hecho de que una misma neurona del putamen procese diferentes
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tipos de informacion sugiere que este nucleo procesa informacion sobre varios eventos
relevantes para el animal. Parte de esta informacion la podria recibir a través de
conexiones de diferentes areas de la corteza (McFarland y Haber, 2000; Nakano y cols.,

2000).

2.5 Neuronas fasicas y neuronas tonicas en el putamen

La actividad del putamen se ha clasificado en fasica y tonica en funcion de
varios criterios, como ya se ha explicado en el Apartado 2.2.1 de la Introduccioén. En
funcion de la descarga basal, las neuronas visuales registradas en el presente trabajo
podrian ser clasificadas como fésicas (PANs) ya que presentaban una descarga basal
baja (entre 0.3 y 2 spikes/s). Por otro lado, las neuronas relacionadas con la accién y
las neuronas de recompensa podrian ser clasificadas como tonicas (TANs) debido a su
mayor descarga basal (entre 2.1 y 8 spikes/s). Sin embargo, estos resultados no son
completamente coherentes con otras observaciones descritas en la literatura. Segun
varios autores, las neuronas PANs estan relacionadas con la actividad motora, mientras
que las TANs estan relacionadas con el procesamiento de estimulos, como la
recompensa o las sefiales que predicen ésta (Ravel y cols., 2001, 2003; Deffains y cols.,
2010). Aunque nuestros resultados concuerdan con los ya publicados en el caso de las
neuronas de recompensa, discrepan con los publicados en relacion con las neuronas
visuales y con las neuronas relacionadas con la accion. Sin embargo, otros autores,
como Lee y cols. (2006), encontraron neuronas relacionadas con el movimiento
clasificadas como TANSs, lo que coincide con nuestras observaciones. Ademas, esta
actividad se observd en ausencia de estimulos sensoriales, por lo que no estaba
relacionada con el procesamiento de informacion sensorial. Estos hallazgos sugieren
que las diferencias funcionales entre neuronas PANs y TANs no estin todavia

claramente establecidas.
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2.6 Otros aspectos estudiados

A pesar de haber encontrado actividad neuronal relacionada con el
procesamiento de estimulos visuales no hemos encontrado neuronas que respondiesen a
estimulos auditivos. De hecho, en la condicion Sélo Sonido las neuronas no
modificaban su descarga basal tras la presentacion del sonido en ninguno de los dos
tipos de ensayos (ensayos ‘Si’ y ensayos ‘No’). Algunos autores han descrito neuronas
en el putamen que procesan informacion auditiva. Por ejemplo, esta actividad auditiva
fue descrita por Kimura (1992) en el putamen de primates, por Chudler y cols. (1995)
en el putamen de ratas, por Hikosaka y cols. (1989a) en el caudado de primates, y por
Nagy y cols. (2005, 2006) en la sustancia negra y el caudado de gatos. El putamen
recibe informacion del 16bulo temporal donde se encuentra la corteza auditiva.
Exactamente estas conexiones llegan al estriado asociativo, formado por el putamen
rostral a la comisura anterior y la mayor parte del caudado, excepto la zona proxima a la
capsula interna (Parent y Hazrati, 1995). A pesar de que en nuestros experimentos
hemos registrado neuronas del estriado asociativo, no hemos encontrado respuestas
auditivas. Ello podria deberse a que los estimulos auditivos utilizados en nuestros
experimentos no son los adecuados para activar a las neuronas auditivas del putamen.
También pudo haber ocurrido que, a pesar de que segin nuestros calculos hemos
realizado registros en zonas en las que otros autores encontraron respuestas auditivas,
nosotros no hayamos encontrado este tipo de neuronas. El estudio de Kimura (1992)
utiliza el sonido producido por la valvula del solenoide como estimulo auditivo seguido
de recompensa, por lo que la actividad neuronal que aparece tras este sonido podria

estar modulada por la obtencion de recompensa y no por la presentacion del sonido.

En cuanto a la lateralizacion en los GB, en nuestro estudio el uso de la mano
derecha o de la mano izquierda para ejecutar la tarea no influyd en el perfil de
activacion de las neuronas motoras (Figura 30). Varios trabajos han demostrado que los
GB, a diferencia de la corteza motora, se activan bilateralmente durante la ejecucion de

movimientos unilaterales (Gerardin y cols., 2003; Scholz y cols., 2000). En nuestro
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trabajo se registraron neuronas del hemisferio izquierdo mientras el animal ejecutaba un
movimiento con la mano derecha. Sin embargo en algunos ensayos hemos dejado que el
animal realizase la tarea también con la mano izquierda. El hecho de que la actividad
neuronal fuera la misma para estos dos tipos de ensayos indica que el putamen esta
involucrado en la actividad motora ipsi y contralateral. De hecho, mediante estudios
anatomicos se ha demostrado que el putamen recibe informacion bilateral de la corteza

motora (Flaherty y Graybiel, 1993; Takada y cols., 1998).

Nuestras observaciones sugieren que las neuronas del putamen procesan
informacion variada. Hemos hallado actividad relacionada con los estimulos visuales,
con el acto motor y con la recompensa. Ello indica que el putamen es un niicleo que
recibe y procesa informacion compleja relacionada con la ejecucion de movimientos
orientados a la obtenciéon de una recompensa. De hecho, el putamen recibe un gran
nimero de conexiones de la corteza a través de las cuales le llega informacion de
multiples modalidades. También posee un complejo sistema de conexiones con otros
nucleos de los GB, lo que indica la existencia de intercambio de informacion entre ellos.
Ademas, la informacion procesada en el putamen posiblemente sea utilizada por otras
estructuras para ajustar el movimiento a los requerimientos del entorno, para de esta

forma poder alcanzar los objetivos propuestos.
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CONCLUSIONES

1. En el putamen hay neuronas que se activan tras la aparicion de estimulos visuales,
tanto si estan relacionados o no con la ejecucion del movimiento o con la aparicion

de recompensa, sugiriendo que este nlcleo procesa informacion visual.

2. En el putamen hay neuronas que se activan antes y durante la ejecucion de una
accion motora, lo que sugiere que estas neuronas podrian estan involucradas tanto en

la planificacion como en la ejecucion del movimiento.

3. Algunas neuronas del putamen aumentan su actividad durante la ejecucion de un
movimiento y disminuyen su actividad cuando no se requiere este mismo
movimiento, sugiriendo un posible papel de este nucleo en la automatizacion o en la

supresion del movimiento.

4. En el putamen hay neuronas que modifican su actividad tras la aparicion de
recompensa, tanto si es predecible como si no. Esta observacion sugiere que estas
neuronas procesan informacion relacionada con la recompensa en si misma, y no con

la expectativa de recompensa.
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CONCLUSIONS

1. We found some putamen neurons that were activated by the visual stimulus onset,
regardless whether or not it was related to the movement or to the reward. This

suggests that this nucleus processes visual information.

2. We found putamen neurons that were activated before and during the lever pressing,

suggesting their role in both planning and movement execution.

3. Some putamen neurons increased their activity during lever pressing and decreased
their activity when this movement was not executed. This suggests a role of the

putamen in movement automaticity or in movement withholding.
4. There are neurons in the putamen that modify their activity after reward delivery,

either predictable or not. This finding suggests that these neurons process

information related to the reward itself and not to reward expectation.
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