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RESUMEN

Las funciones ejecutivas (control inhibitorio, memoria de trabajo y flexibilidad cognitiva)
corresponden a una serie de operaciones cerebrales necesarias para procesar la informacion
(procesos cognitivos) que coordinan y regulan otros subprocesos cognitivos y conductuales. A
partir de ellas, pueden construirse funciones ejecutivas de alto orden como el razonamiento, la
resolucion de problemas y la planificacion.

Diversos trastornos neuropsiquiatricos presentan alteraciones en las funciones
ejecutivas; en particular, en el trastorno obsesivo compulsivo (TOC) se han descrito déficits en el
control inhibitorio, flexibilidad cognitiva y memoria de trabajo.

El modelo animal EAAT39°/CamKII, que sobre expresa el transportador neuronal de
aminoacidos excitatorios EAAT3 presenta, a nivel comportamental, aumentos en conductas
compulsivas y ansiosas basales, mientras que a nivel cognitivo presenta déficits en la extincion a
largo plazo de la memoria de miedo condicionado. En base a los hallazgos originales, surgio el
interés por estudiar posibles alteraciones en funciones ejecutivas en este modelo animal de
compulsividad. Para ello, evaluamos la flexibilidad cognitiva, la memoria de trabajo y el control
inhibitorio en nuestro modelo EAAT3glo/CaMKIl usando pruebas comportamentales de
condicionamiento operante y aprendizaje visuoespacial.

Nuestros resultados demuestran que los animales EAAT3glo/CaMKIl presentan
disfunciones ejecutivas, especificamente un deterioro en la flexibilidad cognitiva dado por el mal
desempefio en la prueba de aprendizaje reverso. Del mismo modo, presenta alteraciones en la
memoria de trabajo tanto en tareas de aprendizaje operante como visuoespacial, ya que los
animales EAAT3glo/CaMKII no logran alcanzar los criterios minimos de adquisiciéon para la
prueba Trial-unique, delayed nonmatching-to-location (TUNL) ni de alternancia espontanea. Por
el contrario, encontramos que este modelo animal no presenta alteraciones en el control
inhibitorio en tareas de condicionamiento operante evaluado a través de la prueba 5-choice serial
reaction task time(5-CSRT).

Estos hallazgos demuestran que el aumento de expresion de EAAT3 afecta a dominios
comportamentales mas amplios que los originalmente descritos en este modelo, y que impacta
de manera selectiva a algunas, pero no todas las funciones ejecutivas, . De esta manera, nuestros
resultados contribuyen a comprender de mejor manera el impacto funcional posee este
transportador en el desarrollo de la sintomatologia compulsiva, demostrando su rol en tareas

ejecutivas como son la flexibilidad cognitiva y la memoria de trabajo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Funciones ejecutivas

Las funciones ejecutivas (también llamadas control cognitivo, o control ejecutivo) se
refieren a procesos cognitivos de alto orden los que, al operar sobre procesos mentales de nivel
inferior (procesos relacionados con la captacion y mantenimiento de la informacion), son capaces
de regular y controlar nuestros pensamientos y comportamientos, permitiéndonos alcanzar
objetivos representados internamente (Ambrosini et al 2019). Se definen como una “coleccién de
procesos que incluyen seleccionar, actualizar y planear secuencias motoras; retener y detener
acciones; monitorizar y cambiar comportamientos cuando sea apropiado y dividir, cambiar y

sostener la atencién” (Jurado & Rosselli 2007; Diamond 2013).

A la fecha, se han descrito tres funciones ejecutivas principales:

(1) La inhibicién o control inhibitorio, que se divide en a) el auto-control o inhibicion
comportamental y b) el control de interferencia, referido a la atencion selectiva y la inhibicion
cognitiva;

(2) la memoria de trabajo, y

(3) la flexibilidad cognitiva, también llamada cambio de conjunto o tarea, flexibilidad mental, o

cambio de tarea o conjunto mental.

A pesar de describirse de manera separada, la correcta accion de las funciones

ejecutivas operan de manera interrelacionada, es decir, dependen unas de otras (Friedman &
Robbins, 2022). Es a partir de estas funciones ejecutivas centrales que pueden construirse,
entonces, funciones ejecutivas de alto orden tales como el razonamiento, la resolucién de
problemas y la planificacion (Jurado & Rosselli 2007; Diamond 2013; Mar et al 2013; Oomen et
al 2013), siendo estas funciones esenciales para la salud fisica y mental, y el desarrollo social,
cognitivo y psicolégico (Figura 1). Las funciones ejecutivas tienen muchas similitudes con la
distincion entre “respuesta controlada” y ‘respuesta automatica” propuesta en teorias
psicolégicas de fines de los afios 70 acerca del procesamiento de la informacion (Schneider &
Shiffrin 1977), y coincide a grandes rasgos con la distincion de la teoria del aprendizaje entre una
respuesta dirigida a un objetivo y una respuesta habitual (Balleine & O’Doherty, 2010). Por tanto,

se esperaria que la ausencia de funciones ejecutivas produzca un comportamiento automatico;

la respuesta controlada, por el contrario, esta dirigida a un objetivo y es flexible (Friedman &

Robbins, 2022).
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1.1.1 Control Inhibitorio

El control inhibitorio consiste en la capacidad de controlar la atenciéon, comportamiento,
pensamientos y/o emociones con el fin de anular una fuerte predisposicion interna o distraccion
externa, y en cambio hacer lo que es mas apropiado o necesario para el contexto en el que nos
encontramos (Diamond, 2013). Sin esta funcion ejecutiva, nuestro comportamiento quedaria a
disposicion de nuestros impulsos o0 respuestas condicionadas. Dentro del control inhibitorio
tenemos al control de interferencia y el autocontrol. El control de interferencia hace referencia al
control de la atencion y nos permite atender selectivamente y poner foco selectivamente a un
estimulo de interés mientras suprimimos los otros estimulos externos. Por otra parte, el
autocontrol es el dominio del control inhibitorio que se encarga del control de nuestro
comportamiento y emociones. En otras palabras, el autocontrol consiste en resistir tentaciones,
controlar nuestros impulsos y tener disciplina, con el fin de comportarnos correctamente y

alcanzar objetivos (Diamond, 2013).

MEMORINPENRADING CONTROL INHIBITORIO
Matematica mental, Mantener objetivo, hacer lo que se debe hacet,,
reordenamiento de items, para el proceso de memoria de trabajo es - CONTROL DE INTERFERENCIA INHIBICION DE
relacion entre dos ideas o esencial para saber que es lo que se debe . S S RESPUESTA
factores. inhibir Inhibicién Inh|'b|(:|on Inhibicién al
. + de pensa- | | al nivel de nivel de
mientos y atencion. comporta-
Memoria Memoria de ‘,v"l‘nhibir distracciones ambientales e internas es memorias. (atencié miento
de trabajo trabajo critico para mantenerse enfocado en los (Inhibicié s;;:.“:';
verbal visoespacial contenidos de interés para la memoria de : nhibicion v (Autocontrol
trabajo | cognitiva) | | enfocada) y diciplina)
L . J
FLEXIBILIDAD COGNITIVA
Ver las cosas desde diferentes perspectivas, cambiar
rdpidamente entre tareas, o cambiar flexiblemente cuando es
necesario.
FUNCIONES COGNITIVAS DE ALTO ORDEN
Razonamiento Resolucion de Planificacién
problemas

Figura 1. Modelo de funcionamiento de las funciones ejecutivas. El esquema muestra como el control
inhibitorio requiere de la memoria de trabajo para su buen funcionamiento y viceversa. Mientras que la
flexibilidad cognitiva depende de memoria de trabajo y control inhibitorio. Asimismo, es necesario el correcto
funcionamiento de las 3 funciones ejecutivas para dar paso a la aparicién de funciones cognitivas de alto
orden como el razonamiento, resolucién de problemas y planificacién, entre otras. (modificada desde Jurado
& Rosselli 2007)
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Diferentes areas cerebrales han sido involucradas en el proceso del control inhibitorio,
incluyendo la via corteza prefrontal-estriado (PFC-Striatum) involucrada en procesos de
autocontrol (Eagle & Robbins 2003; Zhuang et al 2021). El hipocampo es otra area cerebral
involucrada en el control de interferencia, controlando la apariciéon de pensamientos intrusivos
(Shmitz et al 2017). Se ha descrito también que el cerebelo estaria asociado a la regulacion de la
atencion y el control inhibitorio en tareas “Go/Not Go” (Mannarelli et al 2020), asi como la via
participacion de la viainsula-ganglios basales, que estaria asociada al desarrollo del del control
inhibitorio en el caso de nifios (Cai et al 2019) y de que, evidenciando que no es solo un area o

circuito en especifico el que se encuentra involucrado en este proceso.

1.1.2 Memoria de trabajo

La memoria de trabajo es el proceso encargado de retener informacion y trabajar
mentalmente con ella (trabajar con informacion no presente perceptualmente). Esta funcion
esindispensable para darle sentido a cualquier evento que haya que seguir a través del tiempo,
para lo cual es necesario retener lo que pasé anteriormente y relacionarlo con lo que viene
después (Diamond 2013).

La memoria de trabajo puede ser subdividida en tres funciones o componentes: a) el
componente ejecutivo central, que se propone que es un sistema de control de la atencion,
importante en habilidades como el ajedrez y es particularmente susceptible a los efectos de la
enfermedad de Alzheimer; (b) el bloc de dibujo visuoespacial, que manipula imagenes visuales y
(c) el bucle fonolégico, que almacena y ensaya informacion basada en el habla y es necesario
para la adquisicion del vocabulario nativo y del segundo idioma (Baddeley, 1992).

Se ha propuesto que, durante ciertas instancias, el control inhibitorio y la memoria de
trabajo dependen el uno del otro y ocurren simultaneamente, por ejemplo, cuando debes actuar
en contra de tu voluntad en base de la informacién que tienes en mente.

En cuanto a los sustratos anatémicos involucrados en la memoria de trabajo, se ha
observado que la corteza prefrontal tiene un papel muy importante en el proceso de memoria de
trabajo, pero no es la Unica area que se encuentra involucrada en este proceso. Por ejemplo, se
ha descrito que el nlcleo talamico anterior, mas especificamente su subdivisién antero ventral se
encuentra involucrada en este proceso (Roy et al 2022). Importantemente se demostré que las
fibras del talamo involucradas en la memoria de trabajo proyectan hacia la corteza entorrinal del
hipocampo, pasando por el parasubiculum (Roy et al 2022). En este sentido, se ha reportado que
la memoria de trabajo espacial requiere tanto la codificacion de informacion relevante para la

tarea en el momento apropiado y posteriormente la recuperacion de esa informaciéon en el
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momento exacto en que se necesita, procesos para los cuales la via corteza prefrontal (PFC)-
talamo-hipocampo es clave (Griffin 2021).

1.1.3 Flexibilidad cognitiva.

La flexibilidad cognitiva es una funcién que se construye a partir de la memoria de trabajo
y el control inhibitorio y, dada su complejidad, aparece mucho mas tarde en el desarrollo. Esta
funcién nos permite cambiar perspectivas espacial o interpersonalmente, para lo cual
necesitamos inhibir o “desactivar” la antigua perspectiva y cargar en nuestra memoria de trabajo
0 “activar’ una perspectiva diferente. Es en este sentido entonces, que la flexibilidad cognitiva
depende activamente de la memoria de trabajo y el control inhibitorio.

La flexibilidad cognitiva es indispensable para ajustarse a demandas o prioridades
cambiantes, admitir una equivocacion, aprovechar las oportunidades repentinas e inesperadas,
entre otras (Diamond, 2013). En cuanto a las areas cerebrales involucradas en este proceso,
estudios en humanos destacan la importancia de PFC (Yun et al, 2017) y del hipocampo (Vila-

Ballo et al 2017) en el correcto rendimiento de los individuos en pruebas de aprendizaje reverso.

1.2 Disfunciones ejecutivas

Dado que las funciones ejecutivas son criticas para la adaptacion al entorno, la resolucion
de problemas y el alcance de metas, y que alteraciones en ellas impactan severamente en
funciones y actividades necesarias para el diario vivir, no es sorprendente que diversos trastornos
neuropsiquiatricos presenten alteraciones en estos procesos cognitivos (Mar et al 2013; Elliot
2003; Rabinovici et al, 2015).

Estudios de neuroimagen han reportado que la funcionalidad ejecutiva depende de redes
neuronales distribuidas principalmente en la corteza prefrontal, pero también pueden
comprometer la corteza parietal, los ganglios basales, talamo, hipotalamo, hipocampo y cerebelo
dado que se ha observado la activacion de estas regiones en paradigmas que involucran la
memoria de trabajo, cambio de set, inhibicion de respuesta, fluidez, planificacion y respuesta
anticipatoria (Rabinovici et al, 2015; Dolleman-Van Der Well et al 2019; Vila-Vallo et al 2017). Por
lo tanto, la disfuncion ejecutiva puede surgir de cualquier proceso neuroldgico que involucre estas
regiones, sus conexiones o sistemas de neurotransmisores (Rabinovici et al, 2015).

Diversos estudios clinicos han descrito disfunciones ejecutivas en esquizofrenia,
trastorno de déficit atencional con hiperactividad, trastorno de depresién mayor y trastorno
obsesivo compulsivo (TOC), entre, otras patologias en las que dichas areas han sido implicadas
(Mar et al 2013; Elliot 2003). En particular, para el caso del TOC, se han descrito déficits en control
inhibitorio (Penades et al 2006; Mirabella 2020), flexibilidad cognitiva (Yun et al, 2017) y memoria
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de trabajo. Por ejemplo, pruebas cognitivas realizadas en pacientes con TOC han reportado que,
en comparacion con controles, individuos afectados con TOC obtienen peores puntuaciones en
pruebas relacionadas a flexibilidad cognitiva, y que dichas alteraciones que no se ven atenuadas
con el uso de medicamentos (Rosa-Alcazar et al 2019). Del mismo modo, pruebas cognitivas
realizadas a pacientes con TOC arrojaron alteraciones de la inhibicion selectiva de sus respuestas
motoras y en la inhibicién de la interferencia cognitiva (Penades et al 2006). Junto con esto,
Macini y cols reportaron que en nifios/adolescentes con TOC, tanto la inhibicién reactiva como la
proactiva estaban alteradas (Macini et al 2018) dando cuenta de déficits en control inhibitorio
asociados a TOC (Penades et al 2006; Macini et al 2018; Mirabella 2020). En cuanto a la memoria
de trabajo, un estudio en pacientes con TOC mediante el uso de una bateria de pruebas
neurofisiolégicas combinadas con métodos de imagen funcional (FMRI) demostro la existencia
de un déficit en memoria de trabajo asociado a una sobreactivacion cortical en pacientes
comparados con un grupo control, siendo los pacientes con obsesiones y comprobacién excesiva
los que mostraban una mayor severidad en las alteraciones (Nakao et al 2009). Esto se vio
reafirmado por un meta-analisis realizado por Abramovitch y cols., donde describen la presencia
de alteraciones en memoria de trabajo visoespacial, no verbal y verbal en pacientes con TOC
(Abramovitch et al 2013),

1.3 El sistema glutamatérgico

Uno de los sistemas de neurotransmisores que participan en los circuitos implicados en
funciones ejecutivas es el glutamato, y ademas, la evidencia sugiere que existen alteraciones en
la transmision glutamatérgica en diversas patologias, incluyendo el TOC (O Donovan et al 2017;
Farber et al 1998; Danbolt 2001).

El aminoacido L-glutamato es el mayor mediador de sefiales excitatorias en el sistema
nervioso central (SNC) de mamiferos, y esta involucrado en una serie de funciones cerebrales
incluyendo cognicién, memoria y aprendizaje. Ademas, esta involucrado en procesos del
desarrollo del SNC, tales como induccion de sinapsis y migracion, diferenciacion y muerte celular,
siendo uno de los componentes claves en el metabolismo celular (Danbolt, 2001). Es producido
como derivado del ciclo de Krebs. Las neuronas glutamatérgicas participan en todos los circuitos
presentes en el SNC adulto (Pittenger et al., 2011).

El glutamato se encuentra empaquetado en vesiculas sindpticas que contienen
transportadores vesiculares de glutamato (VGLUT). Su liberacion desde las neuronas
glutamatérgicas, ocurre generalmente por la entrada de calcio a través de canales de Ca?
dependientes de voltaje (VDCC) cuando se produce el potencial de accion (Fonnum, 1984;

Pittenger et al., 2011). Las neuronas glutamatérgicas son catalogadas como neuronas de
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proyeccion, donde sus axones se extienden hacia sitios distantes dentro del SNC. Cuando se
produce el potencial de accién, se despolarizan los terminales sinapticos, generando la entrada
de Ca?*, favoreciéndose la rapida liberacion del glutamato desde las vesiculas presentes en la
neurona pre-sinaptica, difundiéndose a través del espacio sinaptico para unirse tanto a receptores

como transportadores (Figura 2).
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Figura 2. Principales componentes de la sinapsis glutamatérgica. El glutamato es el neurotransmisor
excitatorio principal en el cerebro. Este es empaquetado en el terminal axénico dentro de vesiculas por el
transportador de glutamato vesicular (vGIuT). El glutamato se une a receptores ionotrépicos (NMDA, AMPA
y kainato) y/o metabotropicos (mGIuRs) que pueden estar expresados tanto pre- como post-
sinapticamente. Las células gliales, principalmente los astrocitos, juegan el papel importante en la
recaptacion de glutamato a través de transportadores EAAT1 y EAAT2 contribuyendo a la finalizacion de
la sefial glutamatérgica en las sinapsis. No obstante, el transportador neuronal de glutamato, EAATS3,
también contribuye en este proceso. (Imagen tomada desde Vandenverg et al 2013.)

Cuando el glutamato es liberado al espacio sinaptico, es inmediatamente reconocido por
receptores de glutamato. La primera familia de estos receptores son los receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA), los cuales presentan diferentes subunidades (NR1, NR2A, NR2B, NR2C y
NR2D) las cuales confieren la funcionalidad y temporalidad de la respuesta glutamatérgica. La
segunda familia de receptores de glutamato, es la activada por a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazola propionic acid (AMPA) y por Kainato, por lo que esta familia de receptores se conocen
como receptores de glutamato del tipo no-NMDA, y que se sub-divide en receptores de AMPA
(GluR1-4) y receptores de Kainato (GIuR5-9, KA1 y KA2). Amabas familias de receptores son
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ionotropicas y funcionan como canales iénicos, permitiendo el paso de iones Na* y/o Ca?* cuando
son activados (Danbolt, 2001).

La tercera familia de receptores glutamatérgicos corresponde a los receptores acoplados
a proteina G, y son llamados receptores metabotropicos. Esta familia de receptores se subdivide
en grupo |, (mGIuR1 y MGIlur5) que se encuentra acoplado a fosfolipasa C; grupo Il (mGIuR 2 y
mGIuR 3), que se encuentra acoplado a adenilato ciclasa y grupo lll (mGluR4, mGIuR6, mGIuR?7,
mGIuR8) que, al igual que el grupo Il estd acoplado a adenilato ciclasa. Los grupos | y Il son
activados por acido 1-amino-cyclopentano-trans-1,3-dicarboxilico (trans-ACPD), mientras que el
grupo Il es activado por acido L-2-amino-4-phosphonobutirico (L-AP4) (Danbolt, 2001).

Otro paso fundamental durante la transmision glutamatérgica es el proceso de término
de seial, debido a que un aumento del glutamato extracelular por un periodo prolongado de
tiempo produce excitotoxicidad (Conti et al 1999). Para este fin, las células gliales y nerviosas
expresan diferentes proteinas transportadoras de glutamato que se encuentran presentes en la
membrana plasmatica. Dentro de estos diversos tipos de transportadores, se encuentran los
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATS); estas proteinas son los principales
encargados de regular las concentraciones de glutamato extracelulares, manteniendo asi bajos
los niveles de excitotoxicidad y contribuyendo a la remocién de glutamato en el espacio sinaptico.
El transporte de glutamato a través de estas proteinas se realiza acoplado al co-transporte de 3
iones Na*y 1 H* y al anti-porte de un ion K* (Figura 2). El co-transporte de iones CI- también se
encuentra asociado al transporte de glutamato, pero en diferente proporcion, dependiendo del
transportador que se esté utilizando (Amara & Fontana, 2002)

Estudios recientes sugieren que la mayoria de los EAATSs se encuentran localizados tanto
en células gliales como en neuronas. Hasta ahora, se han identificado 2 subtipos localizados en
las células gliales: GLT-1 (EAAT2) y GLAST-1 (EAAT1); Estos transportadores serian los
encargados de regular las concentraciones de glutamato en el espacio extracelular (Amara &
Fontana, 2002). A diferencias de los transportadores gliales, los transportadores neuronales,

EAAT3 (EAAC1) y EAAT4, se encuentran localizados a nivel postsinaptico, en los cuerpos
celulares y en las dendritas de las neuronas (Amara & Fontana, 2002), y su funcién aun no es del

todo comprendida, aunque la evidencia sugiere que ellos jugarian un papel en la difusiéon de

glutamato fuera de las sinapsis o espacios extra-sinapticos (He et al 2000; Scimemi et al 2009;

Bellini et al 2018) .

17



1.4 El rol del sistema glutamatérgico en funciones ejecutivas

Como ya se mencioné anteriormente, las funciones ejecutivas dependen de varias areas
cerebrales, incluidas la PFC y sus proyecciones hacia centros subcorticales, el hipocampo y sus
proyecciones, entre otras. En este sentido, se ha demostrado que si bien el PFC puede ser
importante para cambiar o integrar representaciones abstractas, se requiere que el hipocampo
forme y despliegue esas representaciones de manera flexible para su uso por otros sistemas
neuronales, jugando un papel esencial en el pensamiento anticipatorio durante tareas asociadas
a la flexibilidad cognitiva y memoria de trabajo (Dolleman-Van Der Well et all 2019).

Es ampliamente conocido que las proyecciones que van desde PFC o desde el
hipocampo hacia distintos centros subcorticales son en su mayoria proyecciones
glutamatérgicas. Por ello, surge el interés en el estudio del rol del sistema glutamatérgico en las
distintas funciones ejecutivas.

La evidencia clinica y preclinica sugiere que las alteraciones en las funciones ejecutivas
se correlacionan con cambios en actividad de areas discretas del I6bulo prefrontal, como el area
medial (mPFC) y orbitofrontal (OFC) de la PFC (Elliot, 2003). Por ejemplo, en el raton SAPAP3
knockout (KO), un modelo genético propuesto para TOC, se han descrito déficits en la flexibilidad
cognitiva que han sido recientemente vinculados a un aumento de la actividad de la mPFC
(Manning et al 2019). Asimismo, evidencia experimental sugiere que cambios en la composicion
y/o funcion de los receptores de NMDAR (que conllevan a una disfuncion de la neurotransmision
glutamatérgica) afectan el desempefio de los ratones en distintas pruebas conductuales que
evaluan funciones ejecutivas. Por ejemplo, la aplicacion de un antagonista NMDAR selectivo por
la subunidad NR2A agrava el desempefio de ratones en la prueba de aprendizaje reverso,
vinculada a la flexibilidad cognitiva en ratones (Kumar et al, 2015). Correspondientemente, la
subunidad NR2A de NMDAR ha sido descrita como relevante para procesos de memoria de
trabajo (Ménaco et al, 2015). Asi mismo, se ha observado que la depresion a largo plazo
dependiente de mGIuR1 participa en el proceso de aprendizaje reverso viso-espacial, lo cual
implica una participacion de estos receptores en este modelo experimental de flexibilidad
cognitiva (Privitera et al, 2019 ; Eales et al 2014). En esta misma linea, hay estudios clinicos que
han encontrado polimorfismos en el gen para el transportador de glutamato glial EAAT2
asociados a déficits en la memoria de trabajo (Karlson et al, 2009).

Junto con esto, estudios en humanos, han reportado que los pacientes que presentan
una lesion hipocampal presentan un peor desempefio en tareas asociadas a flexibilidad cognitiva
(Vila-Ballo et al 2017). Importantemente, se ha visto que en este tipo de tareas en el Nucleus
Reuniens del hipotalamo quien se encarga de mediar la comunicacion entra mPFC e hipocampo.
(Dolleman- Vander Well et al 2019). Estos hallazgos refuerzan la importancia que se le ha

atribuido al sistema glutamatérgico en el correcto funcionamiento de las funciones ejecutivas.
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1.5 Disfunciones en la neurotransmisiéon glutamatérgica y en funciones ejecutivas en el

trastorno obsesivo-compulsivo

1.5.1 Trastorno obsesivo compulsivo

El trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) es una condicion clinica severa e incapacitante,
que se presenta generalmente en la adolescencia tardia o la edad adulta y, si no se trata, tiene
un curso crénico (Abramowitz, Taylor, & McKay, 2009). El TOC es caracterizado por imagenes o
pensamientos intrusivos (obsesiones), los cuales aumentan la ansiedad, seguidos por rituales o
acciones repetitivas (compulsiones), los que disminuirian la ansiedad, segun la concepcion
clasica de la patologia. Algunos de los sintomas mas frecuentes en este trastorno son las
preocupaciones de contaminacion con el consiguiente lavado, o preocupaciones sobre el dafio a
si mismo o a los demas, con la consiguiente comprobacion (Stein, 2002).

En cuanto a su etiologia, este trastorno se ha relacionado con una interrupcién del
sistema serotoninérgico cerebral, mas especificamente con la hipersensibilidad de los receptores
de serotonina post sindpticos. Hay evidencia de que individuos con este trastorno pueden tener
una disfuncién especifica en los genes que codifican para el transportador de serotonina (5-HTT,
SERT) y del receptor de serotonina 5-HT2A, pero estos estudios no han sido replicados
sistematicamente en las diversas poblaciones (etnias) humanas (Adams et al 2005; Reimond et
al 2007). Por otro lado, hay fuerte evidencia de que el sistema glutamatérgico puede presentar
una disfuncionalidad en el TOC (Abramowitz et al., 2009; Stein, 2002; Dickel et al., 2006; Arnold
et al., 2006; Ting & Feng, 2008).

1.5.2 Disfuncion glutamatérgica asociada a TOC

Diversas investigaciones han implicado a genes que codifican proteinas que participan
en la neurotransmision glutamatérgica, como SAPAP3y SLC1A1 (Abramowitz et al., 2009; Stein,
2002). El gen SLC1A1, que codifica para EAAT3,esta altamente expresado dentro de la PFC, el
cuerpo estriado, y el tAlamo, hipocampo y todas las regiones del cerebro que componen el circuito
Cortico-Estriado-Talamo-Cortical (CSTC) el cual ha sido ampliamente implicado en el TOC
(Hanna et al., 2002; Pittenger et al., 2011). Dada su ubicacion estratégica en la peri sinapsis
glutamatérgica, se piensa que EAAT3 puede facilitar la neurotransmisién a través del ajuste fino
de concentraciones locales de glutamato (Arnold et al., 2006).

Estudios genéticos en TOC han sugerido sistematicamente al gen SLC1A1 (solute carrier
family 1, member 1) 3) como un candidato asociado a esta patologia (Hanna et al., 2002; Dickel
et al., 2006; Arnold et al., 2006; Ting & Feng, 2008; Wendland et al., 2009).

Por otra parte, estudios de neuroimagen estructural han mostrado anormalidades, como

la disminucién del volumen o aumento de la densidad de materia gris en el circuito CSTC.
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Estudios de neuroimagen en TOC han descrito un aumento del metabolismo de glucosa
y del flujo sanguineo (lo que da cuenta de un aumento de actividad) en nucleos centrales del
circuito CSTC como corteza orbitofrontal, corteza cingulada anterior, caudado y talamo. (Stein,
2002, Ting & Feng, 2008). Ademas, se han realizado estudios de imagenologia en pacientes con
TOC antes y después del tratamiento con SSRI o Clomipramina; los resultados muestran que,
después de tratamiento con estos farmacos, ocurre una disminucion del metabolismo de glucosa
y del flujo sanguineo en este circuito. Por lo que podriamos inferir que este circuito tiene un rol
fundamental en la etiologia del TOC (Pittenger, 2011).

Importantemente, se ha descrito que la sobre expresion de EAAT3 en neuronas
dopaminérgicas se encuentra asociada al aumento de conductas estereotipicas las cuales se
encuentran altamente presentes en TOC (Muhammad et al, 2022). Junto con ello, nuestro grupo
encontré que la sobre expresion de EAAT3 en neuronas principales impacta en la transmision
dopaminérgica, aumentando la sensibilidad de las neuronas dopaminérgicas a anfetamina,
llevando a un desbalance entre las vias estriatales directas e indirectas, lo que favoreceria el

desarrollo de comportamientos repetitivos (Escobar et al 2021).

1.5.3 Disfuncion ejecutiva en pacientes con TOC

Es importante destacar que los sintomas del TOC surgen de deficiencias en el
comportamiento dirigido a un objetivo, lo que lleva a un comportamiento habitual autbnomo como
consecuencia de los desequilibrios funcionales en el circuito frontoestriatal.

Estudios clinicos han reportado alteraciones en el desempefio de pacientes con TOC en
pruebas asociadas a control inhibitorio (Norman et al, 2019), memoria de trabajo (Tomiyama et
al,2019) y flexibilidad cognitiva (Pittenger et al, 2017). Estas alteraciones fueron relacionadas a
una mayor actividad de PFC medida por fMRI durante la realizacién de las tareas asociadas a
control inhibitorio (Norman et al, 2019), memoria de trabajo (Tomiyama et al, 2019) y flexibilidad
cognitiva (Vagui et al, 2017), sin observarse alteraciones en otros nucleos involucrados en estas
funciones como talamo, cuerpo estriado e hipocampo.

1.6 Raton EAAT3glo/CaMKIl como modelo de estudio de disfunciones ejecutivas

1.6.1 El transportador de aminoacidos excitatorios EAAT3.

El transportador EAATS3, al igual que las otras proteinas pertenecientes a la familia EAAT,
se encuentra en forma de homotrimero, formado por subunidades idénticas que contribuyen para
formar el poro transportador en la membrana plasmatica (Danbolt, 2001). Debido a que EAAT3

es capaz de movilizarse rapidamente a la membrana plasmatica, se cree que debe estar unido a
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proteinas ancladas al citoesqueleto que dirigen al transportador hasta la membrana de la célula
para que ahi formen el poro transportador (Danbolt, 2001).

Aunque su papel en la comunicacién neuronal aun no estan completamente elucidado,
He y colaboradores (He et al., 2000), sugieren que EAAT3 se encuentra en la membrana peri-
sinaptica donde controla la difusién de glutamato, asi como también impacta sobre la captura de
glutamato por los transportadores EAAT1 y EAAT2 localizados en astrocitos. Consistente con
esta idea, Bellini y colaboradores demostraron que, en el cuerpo estriado, EAAT3 (Bellini et al,
2018) limita la activacion de los receptores mGIuR1 (los cuales generalmente se expresan en la
membrana peri sinaptica), lo cual promueve la expresion de receptores de dopamina D1 (D1R) y
modifica la plasticidad a largo plazo. De este modo, se ha propuesto la participacion de EAAT3
en el control fasico de los niveles de glutamato, mientras que EAAT1 y EAAT2 participarian en el
control ténico (Bellini et al, 2018).

Recientemente, mediante estudios electrofisioldgicos y conductuales en ratones EAAT3
KO, se demostrd que la pérdida de funcidon de EAAT3 tiene consecuencias directas sobre la
excitabilidad de las neuronas espinosas medias que expresan al receptor de dopamina D1 (D1-
DMS) en el estriado lateral dorsal (DLS), lo cual lleva a alteraciones en la flexibilidad conductual

en pruebas de comportamiento recompensado (Petroccione et al, 2023).

1.6.2 EAAT3 en trastorno obsesivo compulsivo

Estudios genéticos en pacientes con TOC han sugerido sistematicamente al gen SLC1A1
como un candidato asociado a esta patologia. El grupo de Hanna identificé una regién del
cromosoma 9p, que contiene SLC1A1, a través de un estudio de ligamiento en familias a nivel de
genoma completo. En 2006, los grupos de Arnold y Dickel publicaron, simultaneamente, estudios
genéticos de asociacion en distintos grupos de pacientes que demuestran la existencia de
variantes en el gen SLC1A1 y que estan asociadas con TOC (Arnold et al 2006 ; Dickel
et al 2006). En el 2009, Wendland y colaboradores publicaron un estudio de asociacion genética
con el mayor numero de individuos a esa fecha, y describieron la existencia de combinaciones de
variantes genéticas (haplotipos) en SLC1A1, cuyos alelos que aumentan la expresion génica
estan fuertemente asociados con TOC (Wendland et al 2009). El gen SLC1A1 esta altamente
expresado en de la corteza cerebral, el cuerpo estriado, y el tadlamo, el hipocampo, y otras

regiones del cerebro que componen el circuito CSTC implicado en el TOC (Escobar et al, 2019)

1.6.3 Modelo EAAT3glo/CaMKII

Nuestro laboratorio generd y caracterizé un modelo de ratébn con sobre-expresion de

EAATS3 bajo el promotor de CamKIl (EAAT3glo/CaMKII), el cual presenta aumentos en conductas
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compulsivas y ansiosas basales, asi como déficits la extincion a largo plazo de la memoria de
condicionamiento del miedo (Delgado et al, 2019). Ademas, este modelo tiene déficits en la
plasticidad excitatoria cortico-estriatal dependiente de NMDAR, que se corresponden con los
cambios observados en la composicion de subunidades de receptores, presentando una mayor
razon NR2B/NR2A (Delgado et al, 2019).

Considerando la evidencia disponible, que indica:

a) que existen déficits de funciones ejecutivas en individuos afectados con TOC, asi como en
algunos modelos animales de este trastorno;

b) que el ratén EAAT3glo/CaMKII exhibe un fenotipo compulsivo en conductas basales;

c) que el raton EAAT3glo/CaMKII presenta una alteracion de la recuperacion espontanea de la
memoria de miedo, y

d) que el raton EAAT3glo/CaMKII tiene déficits en la plasticidad sinaptica a nivel cortico-estriatal,
la que esta asociada a cambios en la composicion de los receptores NMDA,

es que surge la pregunta si este modelo animal exhibe alteraciones en funciones ejecutivas

similares a lo observado en individuos afectados con TOC.
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1.7 Hipétesis

Basados en la evidencia, nuestra hipotesis de trabajo es:

“La sobreexpresion de EAAT3 produce un deterioro de las funciones ejecutivas”

1.8 Objetivos de la tesis

1.8.1 Objetivos generales

1) Evaluar alteraciones en aprendizaje instrumental en animales EAAT3glo/CaMKII adultos.

2) Evaluar alteraciones en las funciones ejecutivas en animales EAAT3glo/CaMKII adultos.

1.8.2 Objetivos especificos
1.- Evaluar alteraciones en aprendizaje instrumental en animales EAAT3glo/CaMKII adultos.
1.a.- Determinar si los animales EAAT3glo/CaMKII presentan alteraciones en la adquisicion
del condicionamiento operante.
1.b.- Determinar si los animales EAAT3glo/CaMKII presentan alteraciones en la extincion del

condicionamiento operante.

2.- Evaluar alteraciones en las funciones ejecutivas en animales EAAT3glo/CaMKII adultos.

2.a.- Determinar si los animales EAAT3glo/CaMKIl presentan alteraciones en flexibilidad
cognitiva mediante la evaluacion de la prueba de reversion del aprendizaje/condicionamiento
operante.

2.b.- Determinar si los animales EAAT3glo/CaMKIl presentan alteraciones del control
inhibitorio mediante la evaluacién de la prueba Five-choice serial-reaction time (5CSRT).

2.c.- Determinar si los animales EAAT3glo/CaMKII presentan alteraciones en la memoria de
trabajo mediante la evaluacion de su desempefio en la prueba Trial-unique, delayed nonmatching-
to-location (TUNL).
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2. METODOLOGIA

2.1 Animales

Se utilizaron ratones de la linea transgénica EAAT39° (control, sin Cre) y doble transgénica
EAAT39°/CaMKIl (con sobreexpresion de EAAT3 dirigida por promotor CaMKIl) (Delgado-
Acevedo et al., 2019) de 10 semanas de edad, de la cepa C57BL/6J y de ambos sexos. En
algunos experimentos (Figura 15 y 16), se utilizaron ratones silvestres (Wild Type, WT) de la
misma cepa y edad similar. Los ratones fueron destetados al dia postnatal 21, y fueron agrupados
de a 4-6 animales por caja en el bioterio de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso, con temperatura (21 + 2°C) y humedad (40-70%), controladas, en un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas (las luces se encendieron a las 8:00 AM), y con acceso ilimitado de
agua y comida. Todos los experimentos fueron realizados en ciego con respecto al genotipo de
los animales. Ademas, todos los procedimientos experimentales y de manejo animal fueron
evaluados y aprobados por el comité de bioética Institucional de la Universidad de Valparaiso
(Acta BEA 131-19).

2.1.1 Generacion de animales con sobre expresion de EAAT3 en el cerebro anterior

Los animales transgénicos con sobreexpresion condicional de EAAT3 en el cerebro
anterior fueron generados mediante el sistema Cre/LoxP, utilizando un vector pCLE-EAAT3
(Figura 3A; Delgado-Acevedo et al., 2019), que permite la expresién de EAAT3 bajo la accion de
la recombinasa Cre. Posee un promotor constitutivo CMV/B-actina que dirige la expresion de una
proteina fluorescente verde (EGFP) flanqueada por sitios LoxP, y rio abajo se encuentra la
secuencia de EAAT3 de ratén. El vector pCLE-EAAT3 fue ampliamente caracterizado in vitro
(Figura 3By C), y posteriormente se usé para generar los ratones EAAT39° (Figura 3D) (Delgado-
Acevedo et al., 2019).

Para obtener los ratones con sobreexpresion condicional de EAAT3 en neuronas
principales del cerebro anterior, se cruzaron ratones EAAT39° con ratones CaMKIlla-Cre. Esta
linea promueve la recombinacion Cre/LoxP bajo el control del promotor del gen de la proteina
quinasa Il dependiente de alfa-calcio/calmodulina (CaMKIla) (Tsien et al., 1996). Por lo tanto, en
presencia de Cre recombinasa, se remueve la EGFP “floxeada” y se expresa EAAT3 en aquellas

neuronas en las que el promotor CamKlla es activo (Figura 4).
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Figura 3. Caracterizacion del vector pCLE-EAATS3. El vector pCLE-EAATS3 contiene una secuencia EGFP
floxeada. Una vez que se produce la recombinacion de Cre, la secuencia EGFP y la secuencia de parada
son liberadas y EAAAT3 es expresado (A). Inmunoblots representativos para la expression de EGFP, EAAT3
y B-actina en células N2A transfectadas con pCLE-EAAT3 y pCLE-EAAT3 + pCMV-Cre durante 24 h (B).
Determinacion de la recaptura de [3H]-Glutamato en células N2A transfectadas con pCLE-EAAT3 y pCLE-
EAAT3 + pCMV-Cre durante 24 (C).Ratdén EAAT39° visualizado bajo luz UV (D).
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Figura 4. Esquema de las cruzas necesarias para obtener ratones con sobreexpresién condicional
de EAATS3 restringida a neuronas que expresan CaMKlIla en el prosencéfalo.
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2.2 Genotipificacion

2.2.1 Extraccién de DNA gendmico

El DNA gendmico fue extraido desde un trozo de cola de 0,5 cm de largo. Se agregaron
a las muestras 400 uL de buffer de lisis (0.1 M Tris, 0.2 M NaCl, 5 mM EDTA and 0.4% SDS)
suplementado con proteinasa K 0.2 mg/ml (Sigma Aldrich Inc., St. Louis, Missouri, USA) y se
incubaron a 55°C y en agitacion constante hasta que las colas se disgregaron completamente. El
tejido disgregado fue centrifugado a 13000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente, se rescato
el sobrenadante obtenido y se afiadieron 500 uL de isopropanol puro (Sigma Aldrich). Las
muestras se centrifugaron a 13000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente y se descarto el
sobrenadante, para luego agregar 1 mL de etanol al 70% (Etanol para biologia molecular, Sigma
Aldrich) a cada pellet. Luego de homogenizar en vortex, los tubos fueron nuevamente
centrifugados a 13000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente. Los sobrenadantes fueron
descartados y el pellet obtenido se dejé secar a temperatura ambiente durante 10-15 minutos.
Luego fueron re-suspendidos en 100 uL de agua molecular estéril precalentada a 37°C y se
homogenizaron hasta que el pellet se re suspendié completamente. EIl DNA obtenido fue

cuantificado en un espectrofotometro.

2.2.2 PCR convencional

Nuestro laboratorio desarrollé un ensayo de PCR triple para GFP (presencia o ausencia
del transgén EAAT3), CRE (presencia o ausencia de CaMKlla-Cre) y MAO-B (control interno
positivo). Los primers para la regiéon promotora de GFP son: PROM-For: 5'-
CTCTAGAGCCTCTGCTAACC-3'; EGFP-Rev: 5-TGATGCCGTTCTTCTGCTTGTC-3', y el
amplicon obtenido es de 346 bp; los primers para CRE fueron: CRE-For: 5'-
GCATACCTGGAAAATGCTTCTGT-3"; CRE-Rev: 5-GGCCCAAATGTTGCTGGATAGTT-3', y el
amplicon obtenido fue de 164 bp. Por ultimo, los primers para MAO-B fueron: MAO-B-For: 5'-
CTACAAAGCAGATTGCCACGC-3'; MAO-B-Rev: 5-TACCTGACATCAACTGGTCCC-3', y el
amplicon obtenido fue de 292 bp. Para realizar el PCR convencional se mezclaron 2 pl de gDNA,
8 pl de primer mix (0.4 uM concentracion final de cada primer), y 10 yl 2X de Sapphire (RR350A,
Takara Bio USA, Inc, Mountain View, CA, USA) para cada muestra. El protocolo de temperatura
utilizado fue: 95°C 10 min; [94°C 30 s, 62°C 30 s, 72°C 30 s] X 30 ciclos; 72°C 10 min. Para
identificar los amplicones obtenidos, se corrio una electroforesis horizontal en un gel de agarosa
al 2% en Buffer TBE (pH 8.4) a 100V por 90 min.

Para muestras obtenidas desde animales WT se observa solo la banda correspondiente
al control interno (MAO-B) a 292pb (Figura 5, linea 2). En las muestras correspondientes a

animales control EAAT39°, se observan dos bandas: una a 346pb correspondiente al transgén
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para EAAT3 y la correspondiente a MAO-B, (Figura 5, linea 3). Las muestras correspondientes a
animales CaMKIlla-Cre, presentan dos bandas: la correspondiente a MAO-B y una a 164pb
correspondiente a la CRE recombinasa (Figura 5, linea 4). Por dltimo, las muestras
correspondientes a ratones EAAT39°/CMKII presentan 3 bandas: la correspondiente a MAO-B, la

correspondiente a CRE vy la correspondiente al transgén para EAAT3 (Figura 5, Linea 5).

bp
500 =
400 =p
=» 346 bp
300 =» =» 292 bp
200 = .
N > 164 bp
100 =p>

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de amplicones obtenidos por PCR convencional. Linea 1:
100 bp DNA ladder (#SM0323, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA). Linea 2: WT, linea 3:
EAAT39°, linea 4: CaMKlla-Cre, linea 5: EAAT39°/CMKII .

2.3 Pruebas conductuales

2.3.1 Protocolo de restricciéon leve de alimento

Ratones de ambos genotipos, de 10 semanas de edad, fueron dispuestos de a dos por
caja para el protocolo de restriccion leve de alimento, durante el cual se les proporcioné entre 2-
3 gr diarios de comida por animal. El peso de cada animal se registré diariamente y cuidando que
la disminucién de peso del animal fuera menor a 1 gr diario, mediante el ajuste de la cantidad de
comida diaria proporcionada al animal (siempre manteniéndonos entre 2-3 gr diarios) con acceso
a agua ad libitum durante todo el protocolo. Una vez alcanzado el criterio del 85% de su peso
inicial, los animales comenzaron las pruebas de condicionamiento operante, durante las cuales
fueron mantenidos en restriccion de alimento y su peso fue monitoreado una vez a la semana.
(Horner et al, 2014)

2.3.2 Condicionamiento operante

Con el propésito de evaluar el aprendizaje asociativo en ratones EAAT39°/CaMKII, se
realizé un protocolo estandar de condicionamiento operante en cajas ROBucket (Devarakonda et

al., 2016) construidas en nuestro laboratorio. El disefio original y su programacion fueron
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adaptados para los requerimientos particulares de nuestro experimento (Figura 6). Estas cajas
estan compuestas principalmente por una placa con tres agujeros (izquierdo, central, derecho),
cado uno con un sensor foto interruptor conectados a un Arduino UNO, y programados con
diferentes funciones. Cuando el ratén introduce la nariz (“nose poke”) a uno de los agujeros
laterales definido previamente como “activo”, se activa el sensor y se genera un tono audible y la
correspondiente entrega de recompensa en el agujero central. Por el contrario, al introducir la
nariz en el agujero lateral opuesto no se genera respuesta (inactivo). La recompensa fue 10 uL
de sacarosa al 30%, entregada por una jeringa calibrada previamente para entregar una cantidad

estandarizada en cada evento.

Habituacién a recompensa Adquisicién de conducta
(2 dias) operante (9 dias)
Criterio: razén 3:1 de
respuestas correctas
Vs incorrectas
DIA1 DIA3 DIA5 —— DIA13
Habituacion a cajas Extincién de conducta operante
(2 dias) (6 dias) o aprendizaje reverso
(4 dias).

Figura 6. Diagrama del protocolo utilizado para realizar las pruebas de condicionamiento operante
basico.

Figura 7. Caja ROBucket para condicionamiento operante. En A se observa la vista frontal de la caja
ROBucket 2.0, en la parte superior izquierda esta la pantalla LCD montada sobre la placa de Arduino Uno. La
pantalla por un lado, por medio de los pines, conecta con el relay (parte inferior) y este a su vez controla la
valvula solenoide (elemento del centro de metal). Por otro lado, recibe las conexiones desde los sensores de
los agujeros activos.
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Las cajas ROBucket se utilizaron para evaluar 3 parametros del condicionamiento
operante simple: la adquisicién de conducta operante, su extincion y el aprendizaje reverso de la

conducta adquirida, siguiendo el protocolo descrito en la Figura 6.

Primero, se realizé una habituacion a la recompensa utilizada para el condicionamiento
operante, consistente en sacarosa al 30% dispuesta en un pocillo dentro del home cage durante
dos dias consecutivos. Posterior a ello, se habitué a los animales a las cajas operantes, para lo
cual fueron aclimatados a la sala de conducta durante una hora, y luego fueron puestos por una
hora en las cajas ROBucket apagadas, por dos dias consecutivos.

Luego de la fase de habituacién, se evaluo la adquisicion del condicionamiento operante. Para
este fin, se utilizaron 22 animales controly 25 animales EAAT39°/CMKII, los cuales fueron dejados
durante una hora diaria en la caja ROBucket durante 9 dias consecutivos, y se registraron las
respuestas realizadas en los agujeros activo, inactivo y centro. Se considerd que la conducta era
adquirida si cumplia los criterios (descritos en Devarakonda et al, 2016):

-obtener mas de 20 entregas de sacarosa en 3 sesiones consecutivas,

-exhibir una discriminacién mayor de 3:1 en respuestas activas v/s inactivas, durante tres dias
consecutivos.

Una vez cumplido el criterio de adquisicion y pasados los 9 dias del protocolo, los ratones
de cada genotipo fueron divididos en 2 grupos: un grupo fue sometido al protocolo de extincién
de la conducta operante, y el otro al protocolo de aprendizaje reverso, tal como se muestra en la
Figura 8.

Para evaluar la extincion de la conducta operante, se dejé a los animales durante una
hora en la caja ROBucket durante 6 dias posteriores, con la diferencia de que, en esta etapa, el
agujero activo no otorga recompensa, y solo se mantiene la emisién del tono al realizar el toque
con la nariz (Figura 8B). En el caso del protocolo del aprendizaje reverso, las asociaciones de
recompensa-agujero se invierten, por lo que los animales deben aprender no solo a extinguir la
respuesta previamente recompensada, sino también a elegir la opcidon previamente no

recompensada (ahora recompensada); este protocolo se realizo por 4 dias (Figura 8C).
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ADQUISICION EXTINCION APRENDIZAJE REVERSO

ACTIVO CENTRO INACTIVO INACTIVO CENTRO INACTIVO INACTIVO CENTRO ACTIVO
(RECOMPENSA) (RECOMPENSA)

Figura 8. Esquema de la configuraciéon de Agujeros Activo (CS+), Inactivo (CS-) y centro durante las
pruebas de condicionamiento operante simple. La figura muestra la configuracién de agujeros para la
prueba de adquisicion (A), extincién (B) y aprendizaje reverso (C). .condicionamiento operante.

2.3.3 Condicionamiento operante en camara operante Bussey-Saksida con pantalla tactil.

La plataforma operante Bussey-Saksida con pantalla tactil consiste en una camara con
forma trapezoidal con una pantalla tactil en su interior, que permite mostrar al animal estimulos
visuales generados por computador, algo que es muy beneficioso debido a que las caracteristicas
perceptivas (tamafo, forma, contraste, luminancia, etc.) y similitudes de los estimulos pueden
manipularse facilmente. Al lado opuesto de la pantalla tactil se encuentra un receptaculo para
recompensa liquida la cual es proporcionada mediante una bomba peristaltica. Esta plataforma
también posee una camara de video para poder monitorizar al animal, un sistema de audio que
permite entregar estimulos auditivos y una luz para iluminar la camara. El hardware es utilizado
a través del software ABBET Il (Lafayete instruments) y los movimientos y reconocimiento de

estimulos de los animales son adquiridos mediante un sistema infra rojo (Figura 9).
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Figura 9. Plataforma de condicionamiento operante Campdent Instruments. (1) Pantalla tactil
(2) mascara negra que cubre la pantalla tactil, excepto por las ventanas de respuesta (3) camara
trapezoidal (4) dispensador de recompensa liquida (5) conjunto de haz infrarojo (6) luz (7) camara
de video (8) generador de tono y clic (9) caja de atenuacion de sonido y luz. (figura modificada desde
Mar et al, 2013)

2.3.3.1 Five choice serial reaction time task (5-CSRTT).

La prueba 5-CSRT (“tarea de tiempo de reacciéon en serie de cinco elecciones”, en
espafol) es una tarea conductual utilizada para evaluar la atencidén visuoespacial, la
compulsividad y la impulsividad motora en animales (Mar et al, 2013). Esta prueba requiere
entrenar a los ratones
para que aprendan a informar sobre la aparicion y ubicacién de breves estimulos visuales,
presentados de forma pseudoaleatoria, en distintas ubicaciones espaciales dentro de una matriz
horizontal de cinco aberturas.

La prueba 5-CSRT se puede utilizar para evaluar varios aspectos de la funcién ejecutiva:
1. Precision de respuesta (% de precision): Se divide el numero de respuestas correctas por
el total de respuestas correctas e incorrectas. Este valor corresponde al indice principal de la
atencion divida y sostenida.

2. Omisiones (% de omision): Se divide el nimero de ensayos en los que el ratén no respondio
por el numero total de ensayos completados. El porcentaje de omisiones refleja la atencion global.
3. Respuestas Prematuras: Corresponden al niUmero de respuestas realizadas durante la ITI
(Intervalo Inter Trial). Esta es la medida principal del comportamiento impulsivo.

4. Respuestas perseverantes: Corresponden al niUmero de respuestas (toques con nariz) en
cualquier apertura después de que el ratén haya dado una respuesta correcta, pero antes de la
recuperacién de la recompensa. Esta es una medida del comportamiento compulsivo.

5. Entradas en el magazine: Corresponde al nUmero de respuestas de toques de nariz en el

receptaculo de recompensa (magazine). Esta es una medida de la motivacion del animal.
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6. Latencia de recuperacion de la recompensa: Corresponde a el tiempo promedio para que
el raton recupere la recompensa otorgada; este pardmetro se relaciona a la motivaciéon de los

animales a desarrollar la tarea.

El protocolo de 5-CSRTT consta de 3 fases: preparacion, pre-entrenamiento y prueba,
cada una de las cuales contiene diferentes etapas:

Fase de preparacién: consiste en 7 dias de preparacién en los cuales se monitorea el

peso de los animales, para luego comenzar con la restriccion de alimentos hasta alcanzar el 85%
de su peso original (alrededor de 7 dias); luego se habitia al animal a la recompensa liquida
(leche con chocolate marca Loncoleche) durante 3 dias. Pasado este periodo, se comienza con
la fase de preentrenamiento.

Fase de preentrenamiento: consiste en 6 etapas (4 habituaciones de entre 1-2 dias) y

2 etapas de introduccion al uso de las pantallas (Tabla 1). Durante esta fase, los animales deben
ir habituandose a las camaras operantes, la recompensa y los estimulos, mientras adquieren de
manera gradual el comportamiento de tocar la pantalla apropiadamente cuando se presenta un
estimulo.

Fase de prueba: Conformada por 11 etapas, de una duracion de 7-10 dias cada una

aproximadamente en los cuales se espera que el animal mantenga y divida su atencion entre las
5 localizaciones ubicadas en linea en la pantalla, para detectar y responder a un estimulo visual,
el cual sera progresivamente cada vez mas breve, tal como se describe en la Tabla 2. El diagrama
de flujo para esta etapa se muestra en la Figura 10. Una vez el animal logra una linea base estable
en el Ultimo paso de esta fase durante dos dias consecutivos, se puede analizar el desempefio
de los animales en la prueba 5-CSRTT basica.
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Tabla 1: Etapas de la fase de pre-entrenamiento 5-CSRTT

Etapa

Descripcion

Duracién

Criterio

Habituacion 1

El ratéon se deja en la cdmara durante una
sesion de 10 minutos, con todas las luces
apagadas. Sin presentacion de estimulos o
recompensas. Se controla la actividad del
raton.

1 dia

Habituacion 2a

El ratéon se deja en la cdmara durante una
sesion de 20 minutos, con la luz de
encendida.150 pL de recompensa son
afadidos a la bandeja de comida). Una vez el
ratén entre en la bandeja de comida y la
abandone la luz de la bandeja se apaga, hay un
retraso de 10 s antes de que se encienda la luz
de la bandeja y entrega nuevamente
recompensa. El procedimiento se repite hasta
que finaliza la sesion.

1 dia

Habituacion 2b

El ratdon se deja en la cdmara durante una
sesion de 40 minutos, con la luz de
encendida.150 pL de recompensa son
afadidos a la bandeja de comida). Una vez el
ratén entre en la bandeja de comida y la
abandone la luz de la bandeja se apaga, hay
un retraso de 10 s antes de que se encienda la
luz de la bandeja y entrega nuevamente
recompensa. El procedimiento se repite hasta
que finaliza la sesion.

1 dia

Habituacion 2c

El ratdon se deja en la cdmara durante una
sesion de 60 minutos, con la luz de
encendida.150 pL de recompensa son
afadidos a la bandeja de comida). Una vez el
ratén entre en la bandeja de comida y la
abandone la luz de la bandeja se apaga, hay un
retraso de 10 s antes de que se encienda la luz
de la bandeja y entrega nuevamente
recompensa. El procedimiento se repite hasta
que finaliza la sesion.

1-2 dias

debe

toda Ila

El animal
consumir

recompensa

Initial Touch

Training

El estimulo (un cuadrado blanco) se muestra
aleatoriamente en una de las 5 ventanas.
Después de un retraso, la imagen se elimina y
se entrega la recompensa. La entrega de
alimentos va acompafada de la iluminacion de
la luz de la bandeja y un tono opcional. Cuando
el animal va a recolectar la recompensa, se
muestra el estimulo en otra ubicacion. Si el
ratén toca la pantalla mientras se muestra el
estimulo, estese elimina, se reproduce un tono
y se entrega la recompensa. La recoleccion de

1-3 dias

Completar 30 ensayos

en 30 minutos
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la recompensa hace que comience un nuevo
trial.

Must Touch

Training

El estimulo (un cuadrado blanco) se muestra
aleatoriamente en una de las 5 ventanas. El
raton debe tocar el estimulo para obtener
una respuesta de tono/alimento. No hay
respuesta si el raton toca una parte en blanco
de la pantalla. La entrega de la recompensa va
acompanada de la iluminacién de la luz de la
bandeja y un tono. La entrada para recoger la
recompensa apaga la luz de la bandeja y se
inicia el ITl. Después del periodo ITI
(predeterminado 5s) se muestra otra imagen.

1-7 dias

Completar 20 ensayos

en 30 minutos
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Respuesta correcta

y---

Respuesta incorrecta

Jm) 1 ]

Respuesta omitida

0888

Respuesta prematura (Toque en blanco)

Iniciacién
(salida de bandeja
recompensa)

Respuesta prematura

Recoleccion de
recompensa retraso (5s) Toque en blanco

Presentacion de
estimulo (2s)

!

Tiempo de Apagado de

Apagado de i6
zstgl'mulo mantencidn del estimulo
estimulo (5s)

Respuesta correcta /\ Respuesta incorrecta
Eleccion

Respuesta omitida

Figura 10. Prueba 5-CSRT. Esquema de la presentacion del estimulo en la mascara de 5
orificios y ejemplificacion de los tipos de respuestas obtenidas durante la prueba (A). Diagrama

de flujo de la prueba 5-CSRT (B).
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Tabla 2: Etapas de la fase de prueba (o entrenamiento) 5-CSRTT

Sesion 01 (02 (03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 |10 :;'“ea
ase
Duracia 30| 30 | 30 | 30 | 30 | 30| 3 | 3 | 3 | 3 | 30
uracion . . . . . . . . . . .
min min min min min min min min min min min
- 5 | 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg
Duracién 32| 16 | 8 4 2 |18 | 16 | 14 | 12 | 10 | 08
estimulo seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg

Mantencioén 37 21 13 9 7 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8
de estimulo | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg | seg seg

Después de que los animales alcanzaron una linea base estable de su desempefio en la prueba
(>80% asertividad, < 20% omisién) con una duracion de estimulo de 0,8 segundos y un ITl de 5
segundos, se analizaron las respuestas obtenidas durante los ultimos 3 dias de linea base

estable.

2.3.3.2. Trial Unique non-matching to location task (TUNL)

La prueba TUNL (Trial-unique, delayed nonmatching-to-location) es una tarea de
memoria de trabajo basada en el paradigma DNMTP (delayed matching or nonmatching-to-
position) con una alteracion importante: la muestra predefinida y la ubicacion de eleccion
novedosa se pueden seleccionar al azar entre multiples ubicaciones de respuesta y variar entre
ensayos dentro de una sesion, lo que hace que esta tarea sea "unica en la prueba"
Especificamente, el requisito de retener informacion espacial durante el retraso se puede reducir
aprovechando la predictibilidad de la ubicacion correcta. La tarea TUNL evita este problema
mediante el uso de una variedad de ubicaciones espaciales, lo que hace que la ubicacion de la
eleccion correcta sea menos predecible, y un andlisis extenso de comportamientos mediadores
putativos ha demostrado que es poco probable que los animales hagan uso de estrategias de
mediacion, lo que permite estudiar mas limpiamente la memoria de trabajo. (Oomen et al 2013)

Al igual que en las otras pruebas, el protocolo para TUNL consta de 4 fases principales:
preparacion, pre-entrenamiento, entrenamiento y prueba, cada una de las cuales contiene
diferentes etapas. La fase de preparacion es igual a la descrita anteriormente para 5-CSRTT, y
consiste en restriccion de alimentos, monitoreo de peso y habituacién a la recompensa. Luego la
fase de pre-entrenamiento esta formada por las mismas 6 etapas descritas en la Tabla 1 para 5-

CSRTT y una etapa final en la cual se le presenta la tarea al animal y se le castiga cuando realiza
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un trial incorrecto. El castigo consta de un trial de refuerzo el cual se repite hasta que el animal
realice correctamente la prueba.

Mas concretamente, esta tarea consiste en dos fases (Figura 11). En la base de prueba,
se presenta un estimulo (cuadrado blanco) al animal en una de las posibles locaciones en la
pantalla, una vez que el raton toque el estimulo, este desaparece de la pantalla; después de un
tiempo variable de retraso, comienza la fase de prueba en la cual se presenta el estimulo antiguo
o estimulo de prueba junto a un nuevo estimulo en una nueva locacién. El animal debe tocar el
estimulo nuevo para realizar una respuesta correcta (Figura 11).

Luego, la fase de entrenamiento consiste de 2 etapas, cada una de las cuales esta
compuesta por 3 subetapas que duran entre 10-14 dias cada una y que se describen en la tabla
3. A grandes rasgos, la etapa 1 requiere que los estimulos de muestra y de prueba sean
presentados en cualquier ubicacion menos en el centro (cuadrado 3) y con distintos niveles de
separacion espacial (S1, S2 y S3) mientras que la etapa 2 requiere que uno de los dos estimulos

sea presentado al centro y con distintos niveles de separacion espacial (S1, SO y S1&0).
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FASE DE ELECCION

w]
Ny

FASE DE PRUEBA

]
4

Respuesta correcta

. . Tiempo S > . D

—
Separacién

Respuesta incorrecta

8—-008008
A—
Separacién

8le
4

Iniciacién

(salida de bandeja
recompensa)

Iniciacion
(salida de bandeja
recompensa)

l

Seleccidn tipo

Re-seleccidn tipo

(20s) I trial trial
\ J
1
Presentacién de
estimulo de
muestra

|

Apagado de
estimulo

IT

Recoleccién de
recompensa

Tiempo
fuera (5s)

Tiempo intermedio

Presentacion de
estimulo prueba

Apagado de | Respuesta correcta Respuesta incorrecta

estimulo

Apagado de
estimulo

\E'e“‘éf‘/

Figura 11. Prueba TUNL. Esquema de la presentacion del estimulo en la mascara de 5 orificios
y ejemplificacion de los tipos de respuestas obtenidas durante la prueba (A). Diagrama de flujo
de los ensayos para las fases de pre-entrenamiento, entrenamiento y prueba TUNL (B).
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Tabla 3: Fases y sub-fases de la etapa de entrenamiento de la prueba TUNL.

Nivel de
separacion
espacial

Fase 1
Ningun estimulo en el

centro

Fase 2

(mitad ensayo estimulo de muestra
en el centro; mitad estimulo de
prueba en el centro)

3 ] ]

S2
[l ]
s0eds 888
S1
][]
. ]
S0

Una vez pasada la fase de entrenamiento, comienza la fase de prueba que consta de diversos

desafios cognitivos, para evaluar alteraciones en separacion de patrones, para lo cual se varia la

separacion entre estimulos y para evaluar de que forma el tiempo de demora entre un estimulo y

otro afecta a la memoria de trabajo. Para esto se realizaron 4 tipos de experimentos, los cuales

se describen en la tabla 4.
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Tabla 4: Descripcion de desafios cognitivos realizados durante la etapa de prueba TUNL

Experimento

Descripcion

Sesiones

duracion

Experimento 1

- Presentacion de
estimulos: Fase 2

- Intervalo entre
estimulos: Variable
(0,3,6)

- Separacion espacial (0
y1)

2 sesiones consecutivas con
cada uno de los intervalos entre
estimulos.

6 dias (2 dias con
intervalo 0, 2 dias
con intervalo 3y 2
dias con intervalo
6)

Experimento 2

- Presentacion de
estimulos: Fase 2

- Intervalo
estimulos:
(0,2)

- Separacion espacial
(0,2)

entre
Variable

1.- Linea base con separacion
espacial = 1

2.- sesion separacién espacial 1
eintervalos Oy 2.

3.- sesion separacion espacial 0
y 1 eintervalo 0.

7 dias aprox (1-5
dias linea base, 1
dia sesion 2 y 1
dias sesion 3).

Experimento 3

- Presentacion de
estimulo: en todas las

locaciones.

- Intervalo entre
estimulos: Variable (0 y
4)

- Separacion espacial =
0

1.- Linea base separacion
espacial 0 e intervalo 0
2.- Sesion con intervalo 4

16 dias aprox (10-
15 dias linea base,
1 dia de sesion
con intervalo 4)

Experimento 4

- Presentacion de
estimulos: Fase 2

- Intervalo entre
estimulos: Variable
(0,6,9,18)

- Separacion

espacial (1,2,3)

1.- sesidbn con separacion
espacial 3 e intervalo 0 y6

2.- sesibn con separacion
espacial de 3y 2 e intervalo 0
3.- sesibn con separacion
espacial 3y 2 e intervalo 0

4.- sesibn con separacion
espacial 3 e intervalo 0,6 y 9

5.- sesibn con separacion
espacial 3 e intervalo 0,9 y18

5 dias (1 por cada
sesion)
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2.34 Evaluacion de flexibilidad cognitiva mediante aprendizaje reverso usando
Morris Water maze.

Los ratones fueron entrenados y analizados en una habitacién iluminada indirectamente
(20-50 lux) con sefales destacadas ubicadas en las cuatro paredes. Se llend una piscina circular
(140 cm de diametro, 38 cm de altura) con agua opacada con pintura blanca no toxica y se
mantuvo a 22—-24 °C. Se dispuso una plataforma circular de plastico blanca (15 cm de diametro,
27.5 cm de altura) que queda oculta 0.5 cm por debajo de la superficie del agua (28 cm) en el
cuadrante NW, NE, SE o SW y a 20 cm del borde de la piscina. Durante los primeros 28 ensayos
(4 ensayos/dia, 7 dias, fase de adquisicion), la plataforma oculta se mantuvo en la misma
posicion; luego se movio al cuadrante opuesto en los 20 ensayos restantes (5 dias, fase de
reversion). La primera prueba de fase inversa (24 h después de la ultima prueba de la fase de
adquisicion) sirvié como prueba de ensayo sin la plataforma objetivo, para probar la retencion
espacial. Al dia siguiente de la fase de inversion, los ratones se sometieron a una segunda prueba

de ensayo (prueba de ensayo de inversion) (Figura 12).

Dial Dia7 Dia8 Dia12
@ [ ]
FASE DE ADQUISICION I FASE DE ADQUISICION REVERSA |
7 dias consecutivos: 5 dias consecutivos:
4 trials/dia 4 trials/dia

g

PLATAFORMA |
g

i 'y \ <L e
> \ —_ =

Fase de adquisicion Fase de adquisicion
reversa

Figura 12. Prueba de aprendizaje reverso visuoespacial en Morris Water Maze. Linea temporal del
protocolo utilizado para las pruebas de adquisicion y aprendizaje reverso visoespacial (A) Esquema de las
pruebas de adquisicidon y aprendizaje reverso visoespacial. Durante la fase de adquisicion el animal debe
aprender a llegar rapidamente a la plataforma para ser sacado de la piscina, por otra parte, durante la fase
de aprendizaje reverso, la plataforma es cambiada de lugar y el animal debe aprender a ir a la nueva locacion
de la plataforma para ser sacado de la piscina(B)
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2.3.5 Evaluacion de la memoria de trabajo usando la prueba de alternancia espontanea en T-
maze.

La prueba de alternancia espontanea en T-maze es basada en la tendencia natural de
los roedores a preferir explorar un sector novedoso a uno familiar, lo que los lleva a alternar entre
un brazo objetivo y el otro. Para realizar esta prueba, se utilizé un laberinto en forma de T, el cual
fue construido en nuestro laboratorio segun las caracteristicas descritas en d’lsa et al 2021
(Figura 13).

Area de eleccion
central

(L:7cm, A:7cm)

Brazo objetivo l Brazo objetivo
Izquierdo Derecho
(L:35cm, A:7cm) (L:35 cm, A:7 cm)
Brazo de
Arranque
(L:35 cm, A:7cm)

Figura 13. Esquema de laberinto en T utilizado para la prueba de alternancia espontanea.

Los animales se ambientaron durante 1h en la sala de conducta, luego se tomaron
cuidadosamente y se posicionaron en el brazo de arranque, mirando hacia la pared trasera. Una
vez que el animal queddé de cara mirando hacia el area de eleccion central, se midié el tiempo
que demoraba en elegir uno de los dos brazos. Cuando el animal hizo su eleccién entrando
completamente a uno de los dos brazos (criterio de cola) se le confind mediante una puerta en el
brazo elegido por 30 segundos (Figura 14). Este procedimiento se repitié durante 6 ensayos mas,
registrando el tiempo que demora el animal en elegir un brazo y el brazo elegido. Si el brazo

elegido durante un trial es diferente al brazo anterior, se considera como alternancia.
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Alternancia espontanea

-

30s

Figura 14. Diagrama representativo de la prueba de alternancia espontanea en T-maze. El diagrama
representa la conducta de alternancia espontanea en la que durante una prueba de muestra arriba (T0) los
ratones ingresan a uno de los dos brazos izquierdo o derecho y es mantenido en el brazo por 30 segundos
mediante el cierre de una compuerta. Durante la prueba de eleccion T1 (abajo), los animales deben ir al
brazo objetivo opuesto (anteriormente no visitado; alternancia espontanea) y es nuevamente mantenido ahi
por 30 segundos. Se realizan 6 ensayos de eleccion durante un periodo de tiempo.
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3. RESULTADOS

3.1 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de EAAT3 sobre la adquisicion del

condicionamiento operante basico en ratones EAAT39'°/CaMKII

3.1.1 Validacién del protocolo para adquisicion de conducta operante simple.

Con el propdsito de validar el protocolo de condicionamiento operante simple, primero
utilizamos animales controles o WT. Tal como se aprecia en la Figura 15, nuestros resultados
demuestran que, en nuestras condiciones, los animales adquirieron exitosamente el
condicionamiento operante cumpliendo con el criterio descrito de una proporcion 3:1 de
respuestas activas sobre inactivas (Deverakonda et al, 2016)., lo que se evidencié desde el

segundo dia del protocolo.

6\250-. Respuestas activas (WT)
e Respuestas inactivas (WT)
£ 200-
n
8 1501
3
> 100+
B
o 501
e
O T I T 1 1
0O 2 4 6 8 10
Dias

Figura15. Progresion temporal de la adquisicion del condicionamiento operante en animales WT. En
la figura se muestra que mientras las respuestas activas (CS+) aumentan casi 4 veces con el pasar de los
dias de protocolo de adquisicion, las respuestas inactivas disminuyen hasta llegar casi a 0.

Asi mismo, en la Figura 16A se muestra que las respuestas activas aumentaron
significativamente entre el dia 1 y el 9 (T-test, Mann-Whitney test p<0,0001), mientras que las
respuestas inactivas disminuyeron significativamente entre el dia 1 y 9 (Figura 16B; T-test, Mann-
Whitney test p=0,038). Las respuestas en el agujero central, por otro lado, se mantienen estables
através de los dias (Figura 16C; T-test, Mann-Whitney test p=0,73) . Estos resultados demuestran

la correcta adquisicion del condicionamiento operante en animales WT y son consistentes con las
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respuestas esperadas segun lo descrito por los autores de la caja ROBucket (Deverakonda et
al, 2016).

A B C
7)) N o
@ 300 aoer 80 —r £ 400
5 i S e}
T‘c% 2 8 60 © 2 300 ©
- 7 C -
0 200 £ )
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3 2 a
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m T ~ m T T
1 9 1 9 1 9
Dia Dia Dia

Figura 16. Animales controles (WT) presentan una correcta adquisicion del
condicionamiento operante. (A) Respuestas activas aumentan significativamente entre el dia 1
y el 9 mientras que las respuestas inactivas disminuyen significativamente entre el dia 1 y 9 (B).
Las respuestas al centro se mantienen estables durante los dias de protocolo (C). Estos datos
demuestran la correcta adquisicion del condicionamiento operante en animales WT (N= 6
animales; barras de error s.e.m.; *P < 0.05; ***P < 0.001,)

3.1.2. Evaluacion de la adquisicion de la conducta operante simple en animales EAAT39°/CaMKII.

Una vez validado el protocolo de condicionamiento operante con animales WT,
realizamos los mismos ensayos en animales con sobreexpresion del transportador neuronal de
glutamato EAAT3 (EAAT39°/CaMKIl). Para esto, se utilizaron 22 animales controles (EAAT39°) y
25 animales con sobreexpresion (EAAT39°/CaMKII), los cuales fueron posteriormente separados
en dos grupos para ser sometidos a la prueba de extincion del aprendizaje operante (11 animales
por grupo) y a la prueba de aprendizaje reverso (11 animales EAAT39° y 13 EAAT39°/CAMKII).
Como se puede ver, en la Figura 17, al igual que los animales WT (Figura 16), ambos grupos
adquirieron correctamente la conducta operante, cumpliendo al segundo dia del protocolo con el

criterio de adquisicidon especificado anteriormente.
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Figura 17. Comparacion en la progresion de la adquisicion del condicionamiento operante a través
de los dias de duracién del protocolo entre animales EAAT39"° y EAAT39'°/CaMKIIl. En la figura se
muestra que tanto en animales EAAT3glo como en animales EAAT3glo/CaMKIl, mientras respuestas
activas (CS+) aumentan casi 4 veces con el pasar de los dias de protocolo de adquisicion, mientras que las
respuestas inactivas disminuyen hasta llegar casi a 0.
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Figura 18. Animales controles EAAT39"° y EAAT39°/CAMKII presentan una correcta adquisicion del
condicionamiento operante.

(A) Respuestas activas aumentan significativamente entre el dia 1 y el 9 mientras que las respuestas inactivas
(B) disminuyen significativamente entre el dia 1 y 9 en ambos grupos (C) Las respuestas al centro no
presentan cambios significativos en animales EAAT39°, ni EAAT39°/CAMKII durante los dias de protocolo.
Estos datos demuestran la correcta adquisicion del condicionamiento operante en animales EAAT39° y
EAAT39°/CaMKIl (N= 22 EAAT39°, 25 EAAT39°/CaMKIl; Cada circulo representa un animal y las barras
representan el promedio mas el error estandar (Meanzs.e.m); *P < 0.05; ***P < 0.001; ****P< 0.0001.)
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Ambos grupos experimentales muestran un aumento significativo (p<0,005) en el nUmero
de respuestas activas (Figura 18A) y una disminucion significativa en respuestas inactivas (Figura
18B) al comparar el dia 1 con el dia 9, demostrando que ambos grupos adquirieron correctamente
la conducta operante. En cuanto a las respuestas en el centro, no se observan diferencias
significativas ni en animales EAAT39° ni EAAT39°/CAMKII durante los dias de protocolo (Figura
18C). Estos resultados demuestran que no existen alteraciones en la adquisicion de la conducta

operante dadas por la sobreexpresion de EAAT3.

3.2 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de EAAT3 sobre la extincion del

condicionamiento operante simple usando animales EAAT39'°/CaMKII

3.2.1 Validacién del protocolo para Extincién de conducta operante simple.

Con el fin de validar nuestro protocolo de extincion del condicionamiento operante simple
(modificado desde Deverakonda et al, 2016), primero se realizo6 la prueba en animales WT. Como
se observa en la figura 19 los animales extinguen exitosamente el condicionamiento operante, lo
que se evidencia en la disminucion del numero de respuestas activas desde el dia 2 del protocolo

de extincion; lo mismo pasa con las respuestas inactivas.

—~ 200+ ‘ Respuestas activas (WT)

e Respuestas inactivas (WT)

Figura 19. Progresion temporal de la extincion del condicionamiento operante en animales WT. En
la figura se muestra que tanto las respuestas activas (CS+) como las respuestas inactivas (CS-)
disminuyen con el pasar de los dias del protocolo de extincion hasta llegar casi a 0.
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Al realizar la comparacién entre el primer y ultimo dia de protocolo las respuestas
disminuyen con el correr de los dias, llegando a una diferencia significativa (p<0,005) entre el dia
1y el 9 en animales WT (Figura 20A), mientras que las respuestas inactivas disminuyen
significativamente (p< 0,05) a través de los dias (Figura 20B). Por su parte, las respuestas al
centro no muestran cambios significativos entre el dia 1 y 9 (p=0,0672). Estos resultados dan

cuenta de que, con el protocolo utilizado, los animales WT extinguen efectivamente la conducta

operante.
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Figura 20. Animales control (WT) presentan una correcta extincion del condicionamiento operante.
(A) Respuestas activas disminuyen significativamente entre el dia 1 y el 9 al igual que las respuestas
inactivas (B). Las respuestas al centro se mantienen estables durante los dias de protocolo (C). Estos
datos demuestran la correcta adquisicion del condicionamiento operante en animales WT (N= 6 animales;
(Cada circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas el error estandar
(Meanzs.e.m))*P < 0.05; **P < 0.01, ns: no significativo)

3.2.2. Evaluacion de la extincion de la conducta operante simple en animales EAAT3glo/CaMKII.
Con el fin de determinar si la sobreexpresion de EAAT3 produce algun efecto sobre el

proceso de extincion de la conducta operante, animales control EAAT39° y EAAT39°/CamKI|

fueron sometidos a la prueba de extincién de conducta operante simple.

Los resultados obtenidos muestran que, mientras los animales EAAT39° disminuyeron el nimero

de respuestas activas e inactivas, los animales EAAT39°/CaMKIl no muestran una disminucion

de estas respuestas (Figura 21). Sugiriendo un posible deterioro del proceso de extincion del

condicionamiento operante simple en animales EAAT39°/CaMKII.
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Figura 21. Progresion temporal de la extincion del condicionamiento operante, comparada entre
animales EAAT39"° y EAAT39'°/CaMKII. En la figura se muestra que mientras animales EAAT39° disminuyen
tanto las respuestas activas como inactivas a través de los dias del protocolo de extincion, los animales
EAAT39°/CaMKIl mantienen el nimero de respuestas activas e inactivas practicamente estables. Cada circulo
o cuadrado representa el promedio de respuestas de los animales de un grupo en un dia y las barras
representan el promedio mas el error estandar (Meants.e.m)

Al comparar el numero de respuestas activas entre el dia 1 y el dia 6 del protocolo de
extincion, podemos comprobar que estas disminuyen significativamente en animales control
EAAT39° (ANOVA de dos vias con medidas repetidas p<0,0001), mientras que en animales
EAAT3glo/CaMKII no hubo disminucion significativa (p=0,32; Figura 22A). Lo mismo se puede
observar para el numero de respuestas inactivas (ANOVA de dos vias con comparaciones
multiples peaatagio= 0,051, peaatsgoicamkil = 0,247; Figura 22C) y el nimero de respuestas al centro
(ANOVA de dos vias con comparaciones multiples peaatagio= 0,013, peaatsgoicamki = 0,15; Figura
22B). Lo que da cuenta de que la sobre expresion de EAAT3 afecta la extincion del

condicionamiento operante simple en ratones.
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Figura 22. La sobreexpresion de EAAT3 altera la extincion del condicionamiento operante simple.
Respuestas activas disminuyen significativamente entre el dia 1y el 9 en el grupo EAAT39° mientras que
en animales EAAT39°/CaMKIl no se observan diferencias (A), lo mismo sucede con respuestas al centro
(B) e inactivas(C). Estos datos demuestran que animales EAAT39°/CaMKII muestran un deterioro en el
proceso de extincion del condicionamiento operante (N= 11 animales por grupo; Cada circulo representa un
animal y las barras representan el promedio mas el error estandar (Meanzs.e.m); *P < 0.05; ***P < 0.001;
****P< 0.0001.)

3.3 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de EAAT3 sobre la flexibilidad cognitiva
usando animales EAAT39°/CaMKII.

3.3.1 Prueba de aprendizaje reverso del condicionamiento operante simple

Para determinar si el modelo de sobre-expresion del transportador neuronal de glutamato
EAAT3glo/CaMKII presenta alteraciones en flexibilidad cognitiva, se realizd inicialmente la prueba
de aprendizaje reverso del condicionamiento operante simple adquirido en cajas ROBucket
(Figura 6). Para esto, se us6 un grupo de 11 animales EAAT39° y 14 EAAT39°/CaMKII que habian

adquirido exitosamente la conducta operante (Seccion 2.a).

La figura 23A muestra la progresion en la extincion de la respuesta previamente
recompensada a través de los dias que duré la prueba de aprendizaje reverso (ANOVA de dos
vias con medidas repetidas y modelo mixto). Observamos que las respuestas hacia el agujero no
recompensado (-Cs, previamente recompensado) disminuyeron significativamente en animales
EAAT39° (ANOVA de dos vias con comparacion mlltiple; P= 0,0146) mientras que esta
disminucion no fue significativa en el grupo EAAT39°/CaMKIl (ANOVA de dos vias con

comparacion multiple; P= 0,16).
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Figura 23. La sobre expresion de EAAT3 altera el proceso de aprendizaje reverso del
condicionamiento operante simple. Progresion de respuestas -CS en animales EAAT39° y
EAAT39°/CaMKIl a través del protocolo de aprendizaje reverso (A) Respuestas -CS disminuyen
significativamente entre el dia 1 y el 4 en el grupo EAAT39° mientras que en animales EAAT39°/CaMKIl no
se observan diferencias (B), (N= 11 animales por grupo; En A, cada circulo representa el promedio de
resuestas de los animales de un grupo por dia y En B Cada circulo representa un animal y las barras
representan el promedio mas el error estandar (Meants.e.m); **P < 0.01)

Por otra parte, en la Figura 24 muestra como los animales adquirieron el nuevo
conocimiento a través de los 4 dias que duro la prueba (Figura 24A) y demostrando que los
animales control adquirieron este nuevo conocimiento mas rapidamente que los animales
EAAT39°/CaMKII. Esto se demuestra en el grafico 24B donde se evidencia que el grupo control
aumenta significativamente el nimero de respuestas al nuevo estimulo condicionante (ANOVA
de dos vias con comparacion multiple; P= 0,0347), mientras que, en el grupo experimental, no
hubo diferencias significativas (ANOVA de dos vias con comparacion multiple; P= 0,91).
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Figura 24. Sobre expresion de EAATS3 altera el proceso de aprendizaje reverso del condicionamiento
operante simple. Progresion de respuestas +CS en animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKIl a través del
protocolo de aprendizaje reverso. (A) Respuestas +CS no aumentan significativamente entre el dia 1y el 4
en el grupo EAAT3glo mientras que en animales EAAT39°/CaMKII tampoco no se observan diferencias (B),
(N= 11 animales por grupo; En A, cada circulo representa el promedio de resuestas de los animales de un
grupo por dia y En B Cada circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas el error
estandar (Meants.e.m)).

Por ultimo, se analizd el numero de respuestas en el centro durante los dias de duracion del
protocolo (Figura 25A) observandose que no hubo diferencias significativas ni entre los distintos
dias del protocolo ni entre los genotipos. Esto se reafirma al comparar el nimero de respuestas
en el centro al dia 1 y al dia 4 del aprendizaje reverso (Figura25B), sin encontrar cambios
significativos en ninguno de los grupos experimentales (ANOVA de dos vias con comparacion
multiple; Peaat39°. 0,35, Peaat3¥camki: 0,55).
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Figura 25. La sobreexpresion de EAAT3 no altera el numero de respuestas en el centro durante el
proceso de aprendizaje reverso del condicionamiento operante. (A) Progresion de respuestas al centro
en animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKI| a través del protocolo de aprendizaje reverso. (B) Las respuestas
al centro entre el dia 1y el 4 en el grupo EAAT39° ni EAAT39°/CaMKII no se presentan diferencias (N= 11
animales por grupo; En A, cada circulo representa el promedio de resuestas de los animales de un grupo
por dia y En B Cada circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas el error estandar
(Meants.e.m)

Para comprobar de que los cambios en flexibilidad cognitiva observados en esta prueba
no son producto de alteraciones en la motivacion de los ratones EAAT39°/CaMKII durante el
desarrollo de esta, se realiz6 un segundo aprendizaje reverso, en el cual se volvid a las
condiciones iniciales (+CS adquisicion = +CS 2° aprendizaje reverso) (Figura 26). Este
procedimiento permite evaluar si la motivacion de los animales para obtener la recompensa se
ha visto alterada a través del protocolo de adquisicion y primer aprendizaje reverso. Cuando se
compard el desempefio de los animales EAAT39°/CaMKII al dia 1y dia 4 de ambas pruebas, no
se observaron diferencias significativas ni en las respuestas al agujero condicionante (ANOVA de
dos vias con comparaciones multiples Peaatagioicamil apa: 0,58 , Peaata®®/camkii 20 ar: 0,91) ni en el
agujero no condicionante (ANOVA de dos vias con comparaciones multiples Peaat39°camkii Aba:
0,72 , Pepat39camkil 22 AR: 0,78), demostrando de que no hubo cambios en la motivacion de estos
animales y que, por lo tanto, las diferencias observadas en el aprendizaje reverso se deben
efectivamente a una alteracion de la flexibilidad cognitiva de estos animales.
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Figura 26. La sobreexpresion de EAAT3 no genera cambios en la motivacion entre el protocolo de
adquisicion y aprendizaje reverso. Al ver la comparacion entre las respuestas Activas (+CS) (A) e inactivos
(-CS) (B) en animales EAAT39°/CAMKII durante la adquisicion de la conducta operante y durante el segundo
aprendizaje reverso a los dias 1 y 4 de comenzados ambos protocolos se puede concluir que los animales
EAAT3glo/CaMKII no presentan cambios en la motivacién. (N= 11; Cada circulo representa un animal y las
barras representan el promedio mas el error estandar (Meanzts.e.m))

3.3.2 Prueba de aprendizaje reverso visuoespacial utilizando el laberinto acuatico de Morris.
Durante esta prueba el animal debe aprender a utilizar claves visuales para guiarse y encontrar
la plataforma dentro de una piscina (fase de adquisicion, 7 dias). Posterior a ello, en la fase de
reversion, la plataforma es cambiada al cuadrante opuesto y el animal debe aprender la nueva
estrategia de localizacion distinta a la previamente adquirida (5 dias).

En la Figura 27, se muestra la progresion de los parametros de la latencia (Figura 27A,
B) y la distancia recorrida (Figura 27C,D) para alcanzar la plataforma por los animales,
observandose una notoria disminucion en ambos parametros con el pasar de los dias de
protocolo en ambos genotipos (ANOVA de dos vias con medidas repetidas para latencia de
llegada a la plataforma, F (2,912, 32,03) = 47,60; P eaatagio <0,0001, P eaatagiorcamki < 0,0001; para
distancia recorrida hacia la plataforma, F (2,912, 32,03) = 47,60, Peaatsgo <0,0001,
Peaatagioicamkn<0,0001).

Por otra parte, al comparar estos parametros al comienzo (dia 1) y al final (dia 7) del
protocolo de adquisicién, podemos observar una disminucién significativa en ambos genotipos
(ANOVA de dos vias con comparaciones multiples, para latencia de llegada a la plataforma
PeaaTagio < 0,0001, PeaaTagoicamki < 0,0001; para distancia recorrida hacia la plataforma Peaatagio <
0,0001, Peaatagioicamxii < 0,0001) demostrando que los animales EAAT39°/CaMKIl adquieren

correctamente la memoria visoespacial, de manera idéntica a los controles (Figura 27).
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Figura 27. Animales EAAT39°/CaMKIl y EAAT39° adquieren correctamente el aprendizaje
visoespacial en Morris water maze. La figura muestra la latencia (A) y la distancia recorrida (C) al ir hacia
la plataforma durante los 7 dias de protocolo de adquisicién, observandose una disminucion significativa
de la latencia (B) y la distancia recorrida (D) entre los dias 1y 7 en animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKIlI.
Ambos grupos adquieren correctamente la memoria visuoespacial( N= 8 control; 5 EAAT39°/CaMKIl; En A
y C, cada circulo representa el promedio de resuestas de los animales de un grupo por diay En By D Cada
circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas el error estandar (Meants.e.m) ;
****P < 0.0001.)
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Figura 28. Animales EAAT39'°/CaMKII no revierten aprendizaje visuoespacial durante Morris water
maze. La figura muestra la latencia (A) y la distancia recorrida (C) al ir hacia la plataforma durante los 5 dias
de protocolo de aprendizaje reverso, observandose una disminucion significativa de la latencia (B) y la
distancia recorrida (D) entre los dias 1y 5 sélo en animales EAAT39° pero no en EAAT39°/CaMKIl (P =0,13;
P4=0,095), lo que indica que no revierten correctamente la memoria visuoespacial ( N= 8 control; 5
EAAT39°/CaMKIl; En Ay C, cada circulo representa el promedio de resuestas de los animales de un grupo
por dia y En B y D Cada circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas el error
estandar (Meants.e.m) .; ***P < 0.001.)
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Por otra parte, durante el protocolo de aprendizaje reverso (Figura 28), mientras los
animales EAAT39° mostraron una disminucion significativa en la latencia (ANOVA de dos vias
con comparaciones multiples P=0,0034) y la distancia recorrida para alcanzar la plataforma
(ANOVA de dos vias con comparaciones multiples P=0,0008), los animales EAAT39°/CaMKII no
presentaron diferencias entre el dia 1 y el dia 5 (ANOVA de dos vias con comparaciones multiples
Platencia=0,93; Pudistancia= 0,69), lo que sugiere que estos animales no revierten el aprendizaje

previamente obtenido.

3.4 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de EAAT3 sobre el control inhibitorio en
animales EAAT39'°/CaMKII en el test 5-CSRT.

La prueba 5-CSRT (Five Choice Serial Reaction Time), consiste en entrenar a los ratones
para que informen sobre la aparicion y ubicacion de breves estimulos visuales presentados de
forma pseudoaleatoria en cinco ubicaciones espaciales en una matriz horizontal de aberturas.
Esta tarea se puede utilizar para evaluar varios aspectos de la funcién ejecutiva, dependiendo del

tipo de respuesta que se analice (Mar et al 2013).

3.4.1. Evaluacion de atencion y control inhibitorio mediante prueba 5-CSRT estandar en animales
EAAT3glo/CaMKIl.

Con el fin de descartar que los animales EAAT39°/CaMKII presenten alteraciones de
motivacion, se analizé la latencia de recoleccion de la recompensa de animales con
sobrexpresién de EAAT3comparados a animales control, (N= 8 EAAT3¢° y 6 EAAT39°/CaMKII),
lo que pudiera afectar observar diferencias significativas entre ambos grupos (T-test, Mann-
Whitney test P=0,54) (Figura 29), lo que sugiere que los animales EAAT39°/CaMKII no presentan

diferencias en motivacion a desarrollar la tarea conductual.

57



w
1

9 €@ o
c
® O 21
S G
20
o O
L9
o Q 14
0
—1 o
S
0-
\0 \
E'\f%gzg\olc"’w
€

Figura 29. Animales EAAT39"° y EAAT39'°/CaMKII no muestran diferencias en motivacion durante la
prueba 5-CSRT estandar. El grafico muestra que no se observan cambios en la latencia de recoleccion de
recompensa en animales EAAT39°/CaMKIl en comparacion con animales EAAT39°, lo que demuestra que
no hay diferencia en motivacion entre ambos grupos. (N= 8 EAAT39° y 6 EAAT39°/CaMKI| animales; Cada
circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas el error estandar (Meants.e.m).

Luego, se determinaron los parametros relacionados a la atencién global y dirigida. Tal
como se observa en la Figura 30, no se observaron diferencias en la precision de las respuestas
ejecutadas (T-test, Mann-Whitney test P=0,77) (Figura 30A), lo que sugiere que no existen
alteraciones en la atencién global de los animales EAAT39°/CaMKIl, ni tampoco en la atencion
dividida/sostenida, la que esta relacionada a la tasa (%) de omisién de respuestas en donde no
hubo diferencias (T-test, Mann-Whitney test P=0,93) (30B).
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Figura 30. Animales EAAT39"° y EAAT39°/CaMKIl no muestran alteraciones en atencion durante la
prueba 5-CSRT standard. No se observan diferencias en porcentaje de precisiéon de respuesta (A) ni de
respuestas omitidas (B) entre animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKI| sugiriendo que el proceso de atencion
no se ve afectado. (N= 8 EAAT39° y 6 EAAT39°/CaMKII animales; Cada circulo representa un animal y las

barras representan el promedio mas el error estandar (Meanzts.e.m))
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Por otra parte, las respuestas que dan cuenta del control inhibitorio (Numero de
respuestas prematuras y perseverativas) se presentan en la Figura 31. Podemos ver que tanto
las respuestas prematuras (Figura 31A) como las perseverativas (Figura 31B) no mostraron
cambios significativos en animales EAAT39°/CaMKII con relacion a animales controles (T-test,
Mann-Whitney test Pperseverativas=0,91; Pprematuras= 0,098).
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Figura 31. Animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKIl no muestran cambios significativos en control
inhibitorio durante la prueba 5-CSRT standard. No se observan diferencias significativas en el nimero
de respuestas prematuras (A) ni de respuestas perseverativas (B) entre animales EAAT39° vy
EAAT39°/CaMKIl sugiriendo que el proceso de atencion no se ve afectado. (N= 8 EAAT3glo y 6
EAAT3glo/CaMKIl animales; Cada circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas
el error estandar (Meanzs.e.m))

Con el fin de evaluar si la variaciéon de ITl y de la duracién del estimulo podrian permitir
detectar posibles alteraciones en los procesos de atencion y/o control inhibitorio, y para evitar que
las respuestas automaticas a la prueba estén interfiriendo en los resultados obtenidos, es que
después de someter a los animales a la prueba estandar (duracion de estimulo: 0,8 s ; ITI: 5s),
se sometieron a 3 pruebas de un dia, en las cuales se modificd la duracion de estimulo y el ITI
de forma variable y semi aleatoria durante la prueba, para asi darle menos predictibilidad a la

misma.

3.4.2 Evaluacioén del efecto de la duracion de estimulo en la prueba 5-CSRT sobre la atencion
global y sostenida en animales EAAT39°/CaMKIL.

Con el objetivo de comprobar que nuestros animales no tengan alteraciones en los
distintos procesos de atencioén (atencién global o atencién dividida y sostenida) se los sometio a

la prueba de variacidon de estimulos, en la cual se le presentan 5 trenes de 20 ensayos con
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variacion de estimulo semi aleatoria y cuya duracion puede ser de 0.2, 0.4, 0.6 o 0.8 segundos.
La interpretacion de esta prueba se realizé mediante el numero de repuestas omitidas y precision

de respuesta.

Para evaluar si los procesos de atencién sostenida y dividida se encuentran alterados
durante esta prueba, se analizé el porcentaje de precision de respuesta (Figura32) a distintos

valores de duracion de estimulo (Figura 32A) y de forma total (Figura 32B)
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Figura 32. Animales EAAT3¢° y EAAT39°/CaMKIl no muestran diferencias significativas en
porcentaje de precision de respuesta durante la prueba 5-CSRT de un dia con duracién de estimulo
variable. (A) Porcentaje de precision de respuestas en dependencia de la duracion del estimulo en
segundos.(B) Porcentajes totales en animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKIl (N= 8 EAAT3glo y 6
EAAT3glo/CaMKIl animales, Cada circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas
el error estandar (Meanzs.e.m))

Cuando analizamos el porcentaje de precision de respuesta a diferentes valores de
duracion de estimulo (Figura 32 A), vemos que en ambos grupos se produce una disminucion de
la precisién de respuesta junto con la duracién del estimulo, debido a que entre menos tiempo
dure el estimulo, la tarea necesita una mayor atencion y por lo tanto es mas desafiante (ANOVA
de dos vias con medidas repetidas, modelo mixto. F (1.138, 6.068) = 16.72, P= 0,0056) Ahora,
cuando comparamos entre ambos genotipos, podemos observar que los animales
EAAT39°/CaMKII no muestran diferencias en la precision de respuesta a las distintas duraciones
de estimulo en relacion a los animales EAAT39° (ANOVA de dos vias con medidas repetidas,
modelo mixto. F (1, 16) = 0.8777, P= 0,36).
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Por otra parte, tampoco se observaron diferencias significativas entre EAAT39° vy
EAAT39°/CaMKII en el porcentaje de precision total de la prueba EAAT39° (T-test, Mann-Whitney
test P=0,36). Por lo tanto, la sobreexpresion de EAAT3 en animales EAAT3¢°/CaMKII no tiene un

efecto sobre los procesos de atencion sostenida y atencion dividida.

3.4.3 Evaluacion del efecto de la duracion del intervalo inter trial (ITI) en la prueba 5-CSRT sobre

el control inhibitorio en animales EAAT39'°/CaMKI|.

3.4.3.1 Prueba ITI variable (ITI corto)

Al igual que la disminucion de la duracion de estimulo, la disminucion del ITl hace que la
prueba requiera una mayor atencién para llevarse a cabo. Por lo que se analizaron la precision
de respuesta y el porcentaje de omisiones de forma total y a distintos valores de ITI (2, 3,4y 5
s).

Tal como se ve en la Figura 33, no se observaron cambios significativos en el porcentaje
de precision de respuesta total (T-test, Mann-Whitney test P=0,2) (Figura 33B) de animales
EAAT39°/CamKIl en comparacion con los animales EAAT3¢°. Mientras que a los distintos valores
de ITI (Figura 33A) podemos observar que ambos grupos muestran una disminucion de la
precision de la respuesta a medida que aumenta el valor del ITI (ANOVA de dos vias con medidas
repetidas, modelo mixto. F (1,618, 9,707) = 12,05; P= 0,0032), sin presentarse diferencias entre
ambos genotipos (ANOVA de dos vias con medidas repetidas, modelo mixto. F (1, 6) = 0,07448;
P=0,794).

Por otra parte, al analizar el porcentaje de omisiones obtenido durante toda la prueba
(Figura 31D) no se observan diferencias significativas entre ambos grupos (T-test, Mann-Whitney
test P=0,37), observandose también que la disminucién del ITI no tiene una influencia significativa
sobre el porcentaje de respuestas omitidas para ambos genotipos (Figura 33C) (ANOVA de dos
vias con medidas repetidas, modelo mixto. F (1,975, 11,85) = 0,6323; P=0,55).

Estos resultados confirman que la sobreexpresion de EAAT3 no produce alteraciones en el
proceso de atencion de animales EAAT39°/CaMKII.

Ademas, debido a que se ha observado que la variacion del ITI altera el nUmero de respuestas
prematuras y perseverativas (Figura 34), se analizaron estas respuestas con el fin de ver como
la disminucion del ITI afecta al control inhibitorio en animales EAAT39°/CaMKII.

Como se puede ver en la Figura 34B la disminucion del ITI no afecta el porcentaje de
respuestas prematuras en animales EAAT3glo/CaMKII con respecto a animales EAAT39° (T-test,
Mann-Whitney test P=0,91) (Figura 34A), asi mismo, la disminucion de este parametro no afecta
de forma significativa al porcentaje respuestas perseverativas (ANOVA de dos vias con medidas
repetidas, modelo mixto. F (2,241, 12,70) = 2,563; P=0,11).

61



>
w

© EAAT3glo —~ 100-
2
1001 @ EAAT3glo/CaMKIl > 0. ° 8
O o C @©
c @® n o 601
'O 45 607 O 3 —é—
®” o O Q 40
°a ~  20-
o o 201 )
= ©
0 1 1 1 1 1 0 O
1 2 3 4 5 6 \0 \
Il E'Ef%gsg\olca“‘“
C D
159 © EAAT3go 100-
o @ EAAT3glo/CalKIl —_
gz 8 8 0
N . 0
o & 10 o & 60
2 O mle S
= 3= 40{ [
= O £ 9
e '®) X o 20-
O T T T T 1 O |
e 3|T|4 >0 EPP‘Tsxg%%\olca‘\'“(“
eAR

Figura 33. Animales EAAT39°/CaMKIl no muestran alteraciones en atencion durante
prueba de un dia de ITI variable (ITlI corto) No se observaron cambios significativos en el
porcentaje de precision de respuesta a distintas duraciones de ITI (A) y totales (B). Tampoco
hubo cambios significativos en el porcentaje de respuestas omitidas a distintos valores de ITI
(C) y totales (D) entre animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKII durante la prueba de un dia de
ITI variable (corto). Animales EAAT39°/CaMKII no presentan alteraciones en atencion durante
esta prueba (N= 8 EAAT3glo y 6 EAAT3glo/CaMKII animales; En A y C, cada circulo
representa el promedio de resuestas de los animales de un grupo por diay En B y D Cada
circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas el error estandar
(Meants.e.m)).
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Figura 34. Animales EAAT39°/CaMKIl no muestran cambios en control inhibitorio comparado a
animales EAAT39"° en prueba de un dia de ITI variable (corto). No se observaron cambios significativos
en el porcentaje de respuestas prematuras a distintas duraciones de ITl (A) y totales (B) ni en porcentaje de
respuestas perseverativas a distintas duraciones de ITlI (C) y totales (D) en animales EAAT39° y
EAAT39°/CaMKIl durante la prueba de un dia de ITI variable (corto). Animales EAAT39°/CaMKII no presentan
alteraciones en atencion durante esta prueba (N= 8 EAAT3glo y 6 EAAT3glo/CaMKII animales; En Ay C,
cada circulo representa el promedio de respuestas de los animales de un grupo por diay En By D Cada
circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas el error estandar (Meants.e.m)
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Ahora, cuando analizamos las respuestas perseverativas (Figura 34D) vemos que al igual
que con las respuestas prematuras, no hay diferencia a nivel global EAAT39° (T-test, Mann-
Whitney test p=0,65) entre animales EAAT39°/CaMKIl y EAAT39° y tampoco se observan
influencias de la disminucion del valor de ITI (ANOVA de dos vias con medidas repetidas, modelo
mixto. F (1,448, 8,688) = 1,578; P=0,25) o del genotipo (ANOVA de dos vias con medidas
repetidas, modelo mixto. F (1, 6) = 0,02186; P=0,88).

3.4.3.2 Prueba de ITl variable (ITI Largo)

Se ha descrito que el aumento en la duracién del ITI aumenta el nimero de respuestas
prematuras en la prueba 5-CSRT (Asinof & Paine, 2014). Por ello, evaluamos la modificaciéon de
este parametro para develar posibles alteraciones en el control inhibitorio de nuestro modelo
animal. La FIGURA 35 muestra que, mientras en los animales EAAT39° el nimero de respuestas
prematuras aumentd progresivamente, en los animales EAAT39°/CaMKII este valor no cambid
durante los primeros 3 ITls (5, 6 y 7 s) y aumenté bruscamente a 8 s (35A), sin embargo no se
observan diferencias en el porcentaje de respuestas prematuras (T-test, Mann-Whitney test
p=0,092; Figura 35B) ni perseverativas totales (T-test, Mann-Whitney test p=0,51; Figura 35C).
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Figura 35. Animales EAAT39'° y EAAT3¢'°/CaMKII no muestran diferencias significativas en nimero
de respuestas prematuras ni perseverativas durante la prueba de un dia de duracion de ITI variable
(largo). (A) Porcentaje de respuestas prematuras a distintas duraciones de ITI, (B) prematuras totales y
(C) perseverativas totales en animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKIl (N= 8 EAAT3glo y 6
EAAT3glo/CaMKIl; En A, cada circulo representa el promedio de resuestas de los animales de un grupo
por diay En B y C Cada circulo representa un animal y las barras representan el promedio mas el error
estandar (Meants.e.m)
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3.5 Evaluacion del efecto de la sobreexpresion de EAAT3 sobre la memoria de trabajo en
animales EAAT39'°/CaMKIl.

3.5.1. Evaluacién de la memoria de trabajo mediante el uso de la prueba TUNL (Trial Unique

Nonmatching to Location).

Para evaluar la memoria de trabajo en animales EAAT39°/CaMKIl, se utilizo la prueba
TUNL. Tal como se explicé en la seccion 2.3.3.2, esta prueba consta de 3 fases, una de pre-
entrenamiento, en la cual se le ensefia al animal el uso de las pantallas tactiles y a realizar la
tarea, una fase de entrenamiento o adquisicion en la cual se le ensefia al animal a hacer la tarea
completa y una fase de prueba en la cual se cambian ciertos parametros para ver como influyen

en la realizacion de la tarea.

Para esto, ocho animales controles y de sobreexpresion (EAAT3%° y EAAT39°/CaMKiIl,
respectivamente) fueron sometidos a este protocolo. En primera instancia, y dada la complejidad
de la tarea a realizar, se evalu6 el desempefio de ambos grupos de animales en la fase de
preentrenamiento para la prueba TUNL. Esta fase consta de 6 etapas las cuales se encuentran
descritas en la seccion 2.3.3.2 y de las cuales se analizaron las ultimas 3.

Para evaluar el desempefo de nuestros animales en estas etapas, se analizd, para cada etapa,
el numero de sesiones que demoraron en llegar al criterio requerido.

Nuestros resultados muestran que los animales EAAT39°/CaMKII requieren de una mayor
cantidad de sesiones para completar las distintas etapas de preentrenamiento, siendo esta
diferencia significativamente mas alta (T-test, Mann-Whitney test P=0,0577; Figura 36C) en la
etapa en la cual se castigan las respuestas incorrectas con uno o mas ensayos de correccion
(Punish incorrect training). Dado que, segun el protocolo utilizado, para realizar la prueba los
animales deberian demorarse aproximadamente 2-3 sesiones en superar esta etapa, los
animales que demoraron mas de 15 sesiones en alcanzar el criterio fueron descartados de la
prueba, por lo que solo pasaron a la etapa de adquisicién 8 animales EAAT39 y 3 animales
EAAT39°/CaMKI|, Es decir, el 75% de los animales que sobre expresan EAAT3 no lograron pasar

a la etapa de adquisicion.
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Figura 36 Animales EAAT39°/CaMKII requieren significativamente mas sesiones que los animales
EAAT39° para alcanzar el criterio de adquisicién en las fases de pre entrenamiento para la prueba
TUNL. . (A), Numero de sesiones necesarias para alcanzar el criterio en fase Initial Touch Training de
animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKII(B), Nimero de sesiones necesarias para alcanzar el criterio en fase
Must Touch Training de animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKII. (C), Nimero de sesiones necesarias para
alcanzar el criterio en fase; Punish Incorrect Training de animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKII ( N= 8
animales EAAT3glo y 7 animales EAAT3glo/CamKIl; Cada circulo representa un animal y las barras
representan el promedio mas el error estandar (Meants.e.m)

Una vez que sometimos a los animales al protocolo de adquisicion, pudimos ver que
mientras todos los animales control lograron pasar exitosamente las 3 etapas de la fase 1 (Figura
37A), uno de los animales EAAT39°/CaMKIl, requirié mas de 80 sesiones para completar la etapa
S1S1, por lo que solo 2 de los 3 animales EAAT39°/CaMKII lograron pasar a la fase 2.

Del mismo modo, todos los animales EAAT39° lograron terminar las 3 etapas de la fase
2 de adquisicion (Figura 37B), mientras que los animales EAAT3glo/CaMKIl, no lograron pasar a
la ultima etapa de la segunda fase de adquisicion, requiriendo mas de 30 sesiones para poder
completar la etapa S2S0, cantidad de sesiones que es significativamente mayor (T-test, Mann-
Whitney test p=0,0002; Figura 37B), que las que necesitaron los 8 animales control. Por lo que
segun estos resultados podemos concluir que los animales que sobre expresan EAAT3 en las
neuronas principales del cerebro anterior no adquieren correctamente el aprendizaje necesario

para realizar la prueba TUNL.
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Figura 37. Animales EAAT3glo /CaMKIl no adquieren correctamente el aprendizaje necesario para
realizar la prueba TUNL. (A), Numero de sesiones necesarias para alcanzar el criterio en 1 de la etapa de
adquisicion de la prueba TUNL en animales EAAT3glo y EAAT3glo/CaMKIl (B),Numero de sesiones
necesarias para alcanzar el criterio en fase 2 de la etapa de adquisicion de la prueba TUNL en animales
EAAT3glo y EAAT3glo/CaMKIl ( N= 8 animales EAAT3glo y 2 animales EAAT3glo/CamKIl; Cada circulo
representa un animal y las barras representan el promedio mas el error estandar (Meanzs.e.m)

3.5.2 Evaluacién de la memoria de trabajo en animales EAAT39°/CaMKIl. Mediante el uso de la

prueba de alternancia espontanea en T-maze.

Dados los resultados obtenidos en la prueba TUNL que sugieren un posible deterioro en
la memoria de trabajo de los animales EAAT39°/CaMKIl, lo cual les impide progresar en las
etapas de esta prueba compleja, decidimos utilizar una aproximacion mas simple de esta funcion
ejecutiva utilizando la prueba de alternancia espontanea en T-maze. La alternancia espontanea
se refiere a la capacidad del animal para cambiar de manera efectiva su comportamiento en
funcién de la informacién anterior y la experiencia previa. Esta prueba especificamente se
aprovecha de la tendencia natural de los roedores a preferir explorar un sector novedoso a uno
familiar, lo que los lleva a alternar entre un brazo objetivo y el otro (d'Isa et al, 2021). Segun d’lsa
et al,2021 los animales con la memoria de trabajo intacta presentan un indice de alternancia
significativamente mayor a 50% (P< 0,05 en One sample T-test).

De esta forma, como vemos en la Figura 39, mientras los animales EAAT39° cumplen
con este criterio (One sample T-test and wilcoxon test P=0,054), mientras que los animales
EAAT3glo/CaMKII no presentan un indice de alternancia superior al 50% (One sample T-test and
wilcoxon test P=0,84). Estos resultados sugieren un deterioro de la memoria de trabajo debido a

la sobre expresion de EAAT3 en las neuronas principales del cerebro anterior de este modelo.
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Por otra parte, al analizar la latencia de eleccion a través de los distintos ensayos y de forma total,
se puede ver que no hay diferencia entre los distintos genotipos (ANOVA de dos vias con medidas
repetidas, modelo mixto. F (6, 120) = 0,6448; P=0,69), lo cual da cuenta de que nuestros animales
no tienen alterado el proceso de toma de decisién y que nuestros resultados se deben a una

alteracion en la memoria de trabajo (Figura 38).
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Figura 38. Sobre expresion de EAAT3 altera el proceso de memoria de trabajo en la prueba de
alternancia espontanea en T maze. Indice de alternancia espontanea en animales EAAT39° y
EAAT39/CaMKIl (N gaats® =11 N gaars¥camcni = 13; One sample T-test and wilcoxon test
PeaaT3g10=0,054PeaaT3gioicamkii=0,84; Cada circulo representa un animal y las barras representan el promedio
mas el error estandar (Meants.e.m).
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Figura 39. Sobre expresion de EAAT3 no altera el proceso de toma de decisiones en la prueba de
alternancia espontanea en T-maze. Latencia de eleccion en animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKIl (A),
Progresién de la latencia de eleccién en animales EAAT39° y EAAT39°/CaMKII a través de los ensayos
realizados en la prueba de alternancia espontanea. (N gaat39° =11 N gaats9°camxn = 13; En A cada circulo
representa un animal, en B cada circulo representa el promedio de resuestas de los animales de un grupo
por dia y las barras representan el promedio mas el error estandar (Meants.e.m).
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4. DISCUSION

El propésito de esta tesis fue evaluar las consecuencias de la sobreexpresion del
transportador neuronal de glutamato EAAT3 sobre el correcto funcionamiento de las funciones
ejecutivas, especificamente sobre elcontrol inhibitorio, la flexibilidad cognitiva y la memoria de
trabajo mediante el uso de pruebas conductuales de condicionamiento operante y aprendizaje
visoespacial en el raton EAAT39°/CaMKII que sobre expresa EAAT3 en las neuronas principales
del cerebro anterior (Delgado et al., 2019), como un modelo animal relevante para el estudio de
la compulsividad y el TOC. Nuestros resultados demuestran que los animales EAAT39°/CaMKI|
presentan disfunciones ejecutivas; especificamente, la sobrexpresion de EAAT3 causa un mal
desempefio de estos animales en pruebas relacionadas a flexibilidad cognitiva y memoria de
trabajo, pero que no impacta los aspectos de atencién ni control inhibitorio evaluados en este
estudio.

Durante los ultimos afos, se ha puesto especial énfasis en el estudio de la disfuncion
ejecutiva como un endofenotipo de TOC, esto debido a una alta prevalencia de éstas disfunciones
en parientes de personas afectadas con TOC pero que no poseen este diagndstico (Zartaloudi et
al 2019). Proponiendo entonces, a estos déficits en funciones ejecutivas como posibles
biomarcadores de vulnerabilidad/resiliencia para este trastorno.

Nuestros hallazgos sugieren que la sobrexpresién de EAAT3 impacta de manera
diferencial a las distintas funciones ejecutivas, y al mismo tiempo afecta a dominios
comportamentales mucho mas amplios que los originalmente descritos en este modelo, lo que
confiere una mayor relevancia al rol que posee este transportador en el desarrollo de la

sintomatologia compulsiva y la vulnerabilidad a desarrollarla.

4.1 La sobreexpresion de EAAT3 produce un deterioro en el proceso de extincion de

memorias.

La evidencia experimental en animales sugiere que alteraciones en la maquinaria
glutamatérgica afectan el desempefio de ratones en distintas pruebas conductuales que evaltuan
funciones ejecutivas. Por ejemplo, la administracién de farmacos antagonistas de los receptores
de glutamato NMDA afectan el desempefio de ratones en tareas que evalian memoria de trabajo
(TUNL) (Davis et al 2017), flexibilidad cognitiva (Kumar et al 2015), y control inhibitorio (5CSRTT)
(Benn et al 2014).

Por otra parte, el raton SAPAP3 KO, que carece de la proteina de andamiaje de la
sinapsis glutamatérgica SAPAP3, es capaz de adquirir un aprendizaje pavloviano, pero carece

de flexibilidad para adaptar el comportamiento de enfoque condicionado asociado, lo que da
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cuenta de la presencia de inflexibilidad cognitiva en estos animales (Van den boom et al 2019;
Benzina et al 2021). Sin embargo este modelo no muestra déficits en la extincion de este
aprendizaje. En especifico, Pruebas de aprendizaje operante realizadas por el grupo de Denys
en 2020, no arrojaron déficits en adquisicion ni extincion de este aprendizaje (Ehmer et al, 2020).

Importantemente, nuestro modelo de raton EAAT39°/CaMKllpresenta, a nivel
comportamental, aumentos en conductas compulsivas y ansiosas basales, mientras que a nivel
cognitivo presenta, déficits la extincion a largo plazo de la memoria de condicionamiento del
miedo (aprendizaje pavloviano) (Delgado-Acevedo et al, 2019).En esta tesis, encontramos que
estos animales ademas adquieren correctamente el aprendizaje operante, aumentando
significativamente las respuestas activas y disminuyendo significativamente las inactivas (Figura
18). Sin embargo, al momento de someterlos a un protocolo de extincion del condicionamiento
operante, en el cual no se entrega recompensa alguna al tocar los agujeros, los animales con
sobreexpresion del transportador no extinguen correctamente este comportamiento (Figura 22),
dando cuenta de un deterioro en la extincion del condicionamiento operante en este modelo

animal, lo cual se encuentra en concordancia con lo observado en otros modelos animales.

Algunos autores han sugerido previamente que la extincion del aprendizaje (ya sea de
tipo operante u otro) no se trata solo de “desaprender” u “olvidar la memoria anterior”, si no que
consiste en un nuevo procesamiento de informacion y por lo tanto un nuevo aprendizaje (Paviov
1927; Gass & Chandler 2013). Dado que la formacion de esta nueva memoria requiere dejar de
lado una regla ya adquirida, para dar paso a la adquisicién de una nueva regla y responder a ella
(comportamiento objetivo dirigido), es que es un proceso que requiere del uso de las funciones
ejecutivas, por lo cual, un deterioro de este proceso sugiere la presencia de una disfuncion

ejecutiva en este modelo animal.

Al respecto, se ha descrito el rol del sistema glutamatérgico en procesos de extincién de
memorias. Por ejemplo, se ha visto que la administracion del agonista glutamatérgico D-
Cicloserina produce la facilitacion de la extincion del aprendizaje operante en ratones (Shaw et
al, 2009; Leslie et al, 2012). A su vez, el circuito neural principalmente asociado mayormente con
el proceso de extincidn se encuentra compuesto por mPFC, BLA e hipocampo las cuales se
encuentran interconectadas por vias que son en su mayoria glutamatérgica (Myers et al 2011).

En este mismo sentido, algunos estudios involucran la administracion sistémica de
antagonistas del receptor NMDA antes del entrenamiento de extincion del miedo con alteraciones
de la extincion tanto dentro de la sesion como de la retencion de esta (Myers et al). Asi mismo
se vio alterado este proceso al administrar sistémicamente el antagonista de NMDA

inmediatamente después del entrenamiento de extincién, lo que indica que los receptores NMDA
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estan involucrados en la consolidacién y codificacién de la memoria de extincion (Myers et al,
2011). Por ejemplo, trabajos realizados en ratones han demostrado que los agonistas de NMDA
facilitan la extincion del miedo. Mas especificamente, la activacion de los receptores NMDA en la
corteza infra limbica parece mediar el aumento de la neurotransmision del glutamato durante la
consolidacion del aprendizaje de la extincion (Davis et al 2011).

Del mismo modo, se ha propuesto que tanto los procesos de extincién de memorias de
miedo y su consolidacion, los cuales requieren un control fino y adecuado de los niveles de
glutamato, se encuentran alterados en el TOC, lo que resulta en un aumento de conductas
compulsivas producto del intento de “deshacerse” del miedo (y sus gatillantes) que experimentan
las personas afectadas con TOC (Karthik et al, 2020).En este sentido, nuestros resultados
contribuyen al campo de estudio del TOC al realzar el impacto que tiene a nivel comportamental
los cambios que ocurren al manipular los niveles de expresion y actividad de EAAT3, uno de los
controladores de los niveles de glutamato en el cerebro.

Al respecto, analisis clinicos han demostrado que una disminuciéon en los niveles de
glutamato en vmPFC se correlacionan con un peor desempefio en pruebas de extincion de
memorias de miedo en pacientes con TOC (Giménez et al 2019). Asi mismo, se ha descrito que
la efectividad de terapia de estimulaciéon magnética transcraneal (TMS) se correlaciona
directamente con aumentos en los niveles de glutamato en el estriado de pacientes (Wang et al,
2023). De esta forma, podriamos hipotetizar que una sobreexpresion de EAAT3 estaria
disminuyendo los niveles locales de glutamato, lo cual afectaria los mecanismos de extincién de
la memoria de miedo en pacientes, lo cual va en linea con los resultados presentados en este
trabajo.

Sin embargo, no toda la evidencia apunta en la misma direccién; el trabajo de Biria et al,
2023 muestra que el aumento de los niveles de glutamato en el cingulado anterior se asocia con
un mayor indice de sintomas TOC. No obstante, este mismo estudio muestra que el balance E/I,
inferido a través de niveles de la razon glutamato:GABA medidos por la técnica 'H-MRS, se
encuentra alterado en pacientes con TOC comparado con sujetos controles, lo que reafirma la
importancia del adecuado funcionamiento de los mecanismos de captura de glutamato en los
procesos cerebrales y demuestra como su alteracion puede impactar en el desarrollo de
conductas compulsivas.

Debido a que existen evidencias dispares con respecto al aumento o disminucién de los
niveles de glutamato en distintas areas cerebrales de pacientes con TOC, resulta relevante
considerar a futuro estudios que determinen la expresion diferencial de EAAT3 en distintas areas
cerebrales, y particularmente en las diversas subareas de corteza (i.e., PFC vs AAC) y su
implicancia en procesos cognitivos relacionados a ellas, en modelos animales relevantes para

esta patologia, como proponemos es el raton EAAT39°/CaMKIl.
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4.2 El raton EAAT3glo/CaMKIl como modelo de estudio de funciones ejecutivas.

Las funciones ejecutivas son una serie de procesos que se encuentran involucrados en
funciones cognitivas complejas, por lo cual, cuando estos sistemas fallan, el comportamiento se
vuelve mal controlado, desarticulado y desinhibido. Debido a esto, no es sorprendente que las
alteraciones en dichas funciones estén ampliamente ligadas a diversos trastornos vy
enfermedades del sistema nervioso central entre los que se encuentra el TOC (Mar et al 2013;
Elliot 2003).

Pruebas cognitivas realizadas en pacientes con TOC han reportado que en comparacion
con controles, el grupo con TOC poseen peores puntuaciones en pruebas relacionadas a
flexibilidad cognitiva, alteraciones que no se ven disminuidas con el uso de medicamentos (Rosa-
Alcazar et al 2019), de esta misma forma, Giuliani et al reportaron inflexibilidad cognitiva en
pacientes con TOC de verificacion excesiva y que esta se encuentra asociada con la carencia o
disminucion de la auto agencia o voluntad fenoménica en los pacientes (Giuliani et al 2021).

Nuestros resultados muestran que, en comparacion con animales control, los animales
EAAT39°/CaMKIl presentan un deterioro en la reversién del aprendizaje operante adquirido
previamente, no mostrando diferencias en su performance entre el dia 1 y el dia 4 del protocolo
de aprendizaje reverso, lo que refleja un deterioro de la flexibilidad cognitiva en aprendizaje
operante, y que concuerda con los datos clinicos anteriormente mencionados.

Por otra parte, es importante recordar que el modelo SAPAP3 KO, carente de una
proteina crucial para el andamiaje de sinapsis glutamatérgicas, también presenta inflexibilidad
cognitiva tanto a nivel pavloviano como a nivel instrumental (Benzina et al 2021; Van dem Boom
et al 2019; Manning et al 2019). Lo mismo se observo en el modelo murino Deer, el cual es un
modelo de comportamiento tipo compulsivo y que presenta alteraciones en la prueba de
alternancia continua en T-maze, lo que sugiere alteraciones de la flexibilidad cognitiva en este
modelo (de Brower et al 2021). Estos hallazgos refuerzan la idea de que una alteracion del
sistema glutamatérgico se encuentra asociado a una disfuncion ejecutiva en modelos de
compulsividad.

De manera interesante, se ha descrito la implicancia de el hipocampo en pruebas de
aprendizaje reverso en ratas (Dong et al, 2013). Por otra parte, recientemente se reportd mediante
estudios en humanos, que la via PFC-talamo-hipocampo juega un rol fundamental en las tareas
de aprendizaje reverso (Vila-Ballo et al 2017). Es por esta razon que también se realizo la prueba
de aprendizaje reverso en el Morris-Water Maze, la cual, al tratarse de aprendizaje visoespacial,
posee una mayor influencia hipocampal. En esta prueba observamos que los animales
EAAT39°/CamKIl tampoco revierten el aprendizaje visoespacial adquirido anteriormente, no
mostrando cambios ni en la distancia recorrida ni en la latencia de llegada a la plataforma durante
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el protocolo de aprendizaje reverso. Esto nos da cuenta de que la sobre expresion de EAAT3
altera el proceso de flexibilidad cognitiva tanto en aprendizaje visoespacial, como en aprendizaje
operante.

Recientemente, se ha descrito que EAAT3 modula la excitabilidad de las neuronas M1-MSN en
el DLS, lo cual tendria implicancias en la flexibilidad conductual en ratones (Petroccione et al,
2023). Este hallazgo apoya la participacion de este transportador en procesos de flexibilidad
cognitiva. Esta funcion ejecutiva es la capacidad mental para cambiar perspectivas espacial o
interpersonalmente. En modelos animales, este concepto se refiere generalmente a la habilidad
de cambiar su respuesta comportamental de acuerdo con un contexto o situacion (Scott et al
1962). Algunos autores postulan que esta funcion ejecutiva tiene diversos componentes y que
requiere del correcto funcionamiento de los procesos de memoria de trabajo y control inhibitorio
(Jurado & Rosselli 2007).

Es por esta razén que, si se quiere saber especificamente qué funcidon ejecutiva se
encuentra dafiada, es necesario realizar tareas donde se pueda aislar lo mas posible una funcion
ejecutiva de las otras (Mar et al 2013) En este caso, las tareas que utilizamos para evaluar la
flexibilidad cognitiva no poseen esta caracteristica, por lo tanto, no podemos atribuir el déficit en
estas tareas de aprendizaje reverso solamente a una alteracion en la flexibilidad cognitiva. Es
decir que, aunque es muy posible que estos resultados se deban a que los animales
EAAT39°/CaMKIl no son capaces de abandonar la regla previamente aprendida, también es
posible que se deban a la existencia de conductas perseverativas en los animales o a que no son
capaces de recordar la nueva regla.

Con el propdsito de utilizar pruebas de comportamiento operante que si permitan aislar
los distintos componentes de las funciones ejecutivas, a diferencia de las anteriores, se utilizaron
las pruebas 5CSRTT y TUNL para evaluar control inhibitorio y memoria de trabajo,
respectivamente. Para la realizacion de estas pruebas se utilizaron las camaras operantes con
pantalla tactil Bussey-Saksida que entregan la facultad de poder analizar mas finamente el
comportamiento de los animales durante las distintas pruebas y asi poder aislar mas
certeramente una funcién ejecutiva de la otra y tienen como ventaja su alto grado de traslacion

con las pruebas realizadas en humanos (Mar et al 2013)

Pruebas cognitivas realizadas a pacientes con TOC arrojaron que, en comparaciéon con
controles sanos, estos pacientes obtuvieron resultados significativamente peores en la inhibicion
selectiva de sus respuestas motoras (GO/NO-GO) y en la inhibicién de la interferencia cognitiva
(STROOP), y también mostraron un peor rendimiento en la supresion de respuestas motoras

previamente desencadenadas (STOP) (Penades et al 2006). Junto con esto, Macini et al
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reportaron que en un estudio realizado en niflos/adolecentes con TOC, tanto la inhibicién reactiva
como la proactiva estaban alteradas, siendo el nivel de deterioro directamente proporcional con
la gravedad de los sintomas del TOC (Macini et al 2018) dando cuenta de déficits en control
inhibitorio (Penades et al 2006; Macini et al 2018; Mirabella 2020).

Nuestros resultados indican que los animales EAAT39°/CaMKIl no muestran diferencia
en su desempeiio en la 5CSRTT, tanto en la prueba basica como en los desafios de 1 dia en los
que se presentan de forma aleatoria diferentes duraciones de estimulo o diferentes intervalos
inter ensayos (ITl); es decir que no tienen alteraciones de control inhibitorio (impulsividad y
compulsividad) ni en atencion (atencién global y atencion sostenida).

Estos resultados no se corresponden con los hallazgos clinicos en TOC. Sin embargo,
evidencia pre clinicas utilizando el modelo SAPAP3KO también describieron que no se
observaron alteraciones en el control inhibitorio en pruebas de aprendizaje operante. Esto sugiere
que las diferentes manifestaciones de compulsividad podrian deberse a mecanismos
independientes a nivel de circuitos cerebrales, que se afecten de manera por las manipulaciones
genéticas que presenta cada modelo. En este sentido, considerando la alta heterogeneidad y
complejidad genética de las patologias psiquiatricas, es muy improbable que un unico modelos
genético logre replicar la totalidad de las dimensiones comportamentales que se observan en
individuos afectados con TOC u otra condicion. Y al mismo tiempo, el hallazgo de los cambios en
niveles de expresion de EAAT3 afecten a algunas, pero no todas las funciones ejecutivas, permite
relacionar dichos cambios de manera mas especifica a ciertos componentes del funcionamiento
cerebral, lo que resulta relevante a la hora de considerar conductas especificas como potenciales
endofenotipos de compulsividad.

Asi mismo, podriamos hipotetizar que las conductas repetitivas observadas
anteriormente en nuestro modelo (Delgado-Acevedo et al 2019 , Escobar et al 2021) no poseen
un componente cognitivo, si no, mas bien podrian ser alteraciones en circuitos motores, tal como
opera parte del circuito CSTC, que es modulado por proyecciones dopaminérgicas y que se
encuentra ampliamente involucrado en TOC. Este supuesto que se ve reforzado mediante el
trabajo de Muhammad, en el cual reportan que la sobre expresién del transportador neuronal de
glutamato EAAT3 en neuronas dopaminérgicas se encuentra asociada al aumento de conductas
estereotipicas (Muhammad et al, 2022).

Por otra parte, nuestros resultados sefalan que los animales con sobreexpresion de
EAAT3, en comparacioén con animales control, si muestran un desempefio significativamente
deficiente en la fase de adquisicion de la prueba TUNL para la evaluaciéon de memoria de trabajo

y separacion de patrones, no cumpliendo con los criterios necesarios para terminar la fase de
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adquisicion de la prueba sin poder pasar a la fase de prueba, dando cuenta de una posible
alteracion en la memoria de trabajo. Este hallazgo fue confirmado mediante la prueba de
alternancia espontanea en T-maze, en la cual los animales EAAT39°/CaMKIl no cumplen con el
criterio de alternancia, dando cuenta de que la sobre expresion de EAAT3 en las neuronas
principales del cerebro anterior, produce un dafno a la memoria de trabajo.

En acuerdo con nuestros resultados, el modelo de compulsividad generado mediante la
disminucién de la transmisién histaminérgica central también presenta alteraciones en la prueba
de alternancia espontanea en T-maze sugiriendo un déficit en la memoria de trabajo y/o
flexibilidad cognitiva (Verma etb al 2018). Sin perjuicio de esto, y segin nuestro conocimiento,
este es el primer estudio en el que se reportan alteraciones a nivel de memoria de trabajo tanto
en aprendizaje operante como visoespacial en un modelo genético con alteraciones relevantes
para TOC.

Estos hallazgos van en linea con la literatura clinica. En el afio 2009 Nakao y
colaboradores realizaron un estudio en pacientes con TOC mediante el uso de una bateria de
pruebas neurofisioldgicas combinadas con métodos de imagen funcional (FMRI) demostrando la
existencia de un déficit en memoria de trabajo asociado a una sobreactivacion cortical de los
pacientes comparados con un grupo control, siendo los pacientes con obsesiones y
comprobacion excesiva los que mostraban una mayor severidad en las aletraciones (Nakao et al
2009). Esto se ve reafirmado por un metaanalisis realizado por Abramovitch y colaboradores
donde describen la presencia de alteraciones en memoria de trabajo visoespacial, no verbal y
verbal en pacientes con TOC (Abramovitch et al 2013), mientras que un trabajo reciente del grupo
de kim, reporta que la alteraciéon en la actividad oscilatoria beta en la corteza prefrontal de
pacientes con TOC podria estar relacionada a el deterioro en la eliminacién de informacion de la
memoria de trabajo el cual podria ser un mecanismo clave que subyace a la incapacidad de los
pacientes con TOC para deshacerse de sus obsesiones (Boo et al 2023).

Es importante aclarar que tanto las pruebas de condicionamiento operante simple cémo
las que se realizaron en las cajas Bussey & zaksida, poseen un fuerte componente motivacional
debido al uso de recompensa para la adquisicion del aprendizaje, es por esto por lo que se
realizaron pruebas para comprobar que los resultados obtenidos no se debian a alteraciones
motivacionales en nuestros animales (Figura 26 para condicionamiento operante simple y figura
29 para pruebas 5CSRTT y TUNL).

4.3 Uso del condicionamiento operante para el estudio de la disfuncidn ejecutiva.

Las funciones ejecutivas son parametros altamente estudiados para comprender la

neurofisiologia de trastornos siquiatricos y neurodegenerativos.
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Usualmente, las técnicas utilizadas para el estudio de estas funciones cerebrales en modelos
murinos son tareas basadas en el uso del aprendizaje pavloviano y/o visoespacial que
aprovechan distintas conductas espontaneas, como por ejemplo la tendencia a explorar nuevos
espacios en las pruebas de T-maze, o la necesidad de encontrar el escape ante una amenaza,
como en el Morris Water Maze. Aunque estas pruebas son ampliamente utilizadas en el campo
de la neurociencia poseen la gran limitacion de que los animales deben ser sometidos a estimulos
aversivos y estresantes para que aprendan a realizar una tarea, lo cual puede impactar el
resultado experimental.

El comportamiento operante es el tipo de comportamiento controlado por sus
consecuencias, mientras que el condicionamiento operante es el estudio del comportamiento
reversible mantenido por programas de refuerzo (Staddon & Cerutti 2003). Dado que este tipo de
condicionamiento se basa en la realizacién de tareas objetivo-dirigidas (obtencion de
recompensa) es que es una excelente herramienta para evaluar la condicion de la memoria de
trabajo, flexibilidad cognitiva y control inhibitorio, funciones cerebrales que se utilizan para poder
cumplir metas y alcanzar objetivos.

Es por eso, que para poder evaluar el posible deterioro de funciones ejecutivas en nuestro
modelo de ratones EAAT39°/CaMKII, en esta tesis se utilizaron pruebas que utilizan como
principal herramienta el condicionamiento operante, el cual usa estimulos recompensantes para
que el animal aprenda una tarea y que, importantemente, son pruebas que tienen un alto grado
de translacion con respecto a las pruebas realizadas en humanos lo que nos permite tener una

mayor aproximacion a lo que podria estar sucediendo en humanos.
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5. CONCLUSIONES

Los animales EAAT39°/CaMKII adquieren correctamente el aprendizaje operante simple
en comparacion con animales control EAAT39° y WT. Junto con esto, pudimos observar que
nuestro modelo presenta una alteracion en la extincion del condicionamiento operante simple,
dando cuenta de una posible disfuncion ejecutiva.

Al analizar el desempefio del modelo EAAT39°/CaMKII en las pruebas de aprendizaje
reverso se observd que en comparacion con animales control EAAT39°, estos no revierten el
aprendizaje anteriormente obtenido, tanto en pruebas de condicionamiento operante como en
pruebas de aprendizaje visoespacial, lo que da cuenta de un déficit en el proceso de flexibilidad
cognitiva.

Junto con esto, se analizé el desempefio de los animales con sobre expresion de EAAT3
en pruebas relacionadas a la memoria de trabajo, observandose que en la prueba de TUNL
nuestro modelo no fue capaz de adquirir el aprendizaje necesario para la realizacion de la prueba,
a diferencia de los animales control EAAT39° que adquirieron correctamente la prueba. Lo cual
indica que nuestro modelo presenta una alteracion en la memoria de trabajo, lo que fue
confirmado con una prueba de memoria de trabajo mas simple, la prueba de alternancia
espontanea en T-maze, donde los ratones con sobreexpresion de EAAT3 no llegaron al criterio
de alternancia, lo que nos confirma un deterioro de este modelo en el proceso de memoria de
trabajo.

Por ultimo, se analizé el desempefio de nuestro modelo en la prueba 5-CSRTT, la cual
se encuentra relacionada al control inhibicién y atenciéon. En este caso no se encontraron
diferencias significativas en el desempefio de los animales EAAT39°/CaMKIl en comparacién con
animales control EAAT39°. De la misma forma, ambos grupos adquirieron correctamente la
prueba sin presentar alteraciones en control inhibitorio y atencién.

De esta forma, nuestros resultados dan cuenta de que la sobre expresion de EAAT3 en
las neuronas principales del cerebro anterior generan una disfuncion ejecutiva que estaria
asociada a un deterioro de la flexibilidad cognitiva y memoria de trabajo, tanto en pruebas de
condicionamiento operante como de aprendizaje visoespacial.

Hasta la fecha y segun nuestro conocimiento, este es el primer trabajo en el que se
analiza en profundidad las alteraciones en control inhibitorio, flexibilidad cognitiva y memoria de
trabajo en pruebas de aprendizaje operante en un modelo genético que recapitula fenotipos de
TOC.
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