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RESUMEN.

El trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) es uno de los trastornos neuropsiquidtricos mds
prevalentes, afectando entre el 1-3% de la poblacién mundial. Aunque la causa exacta del
TOC es desconocida, muchas lineas de evidencia sugieren que el TOC tiene una base
genética. Recientemente, ha ganado fuerza la idea de wuna disfunciéon en Ia
neurotransmisiéon glutamatérgica en el TOC, a través de evidencia relacionada con
polimorfismos en el gen del receptor de NMDA, elevados niveles de glutamato en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes con TOC y nuevas farmacos que modulan la transmisién
glutamatérgica con efectividad en el tratamiento del TOC. Ademds, estudios de meta-
analisis genético han encontrado una asociacién entre el gen SLC1A1 y TOC, el cual codifica
para el Transportador de Aminoacidos Excitatorios 3 (EAAT3) responsable de regular la
depuracidon de glutamato en la hendidura sindptica y el TOC. En este sentido, un objetivo
principal en el desarrollo de esta tesis fue caracterizar neuroquimica y conductualmente a
un ratén heterocigoto para EAAT3 (EAAT3*") y compararlo con un ratdn silvestre. A nivel
neuroquimico se evalué el contenido de neurotransmisores monoaminérgicos (dopamina,
serotonina) y aminoacidérgicos (glutamato y GABA) en el circuito cortico-estriado-talamo-
cortical (CSTC) el cual tiene un rol clave en la comunicacidn entre corteza y estriado
(regulando la via directa e indirecta del movimiento), y estaria sobreactivado en pacientes
con TOC. A nivel conductual usando los test de exploracién de campo abierto, laberinto
elevado en cruz y enterrado de canicas se evaluo el grado ansiedad que tenian animales
silvestres y heterocigotos. Los resultados demostraron que el ratén macho Eaat3* no
presenta cambios significativos en el contenido de neurotransmisores en dreas del CSTC y
presenta un fenotipo conductual similar al ratdn silvestre. Sin embargo, en ratones hembras
Eaat3*" se encontraron cambios conductuales, mostrando ser mds ansiosas que las hembras
silvestres, por lo que serd necesario evaluar mas adelante la regulacién neuroquimica en las

hembras y contrastarla con el cambio fenotipico encontrado.



ABSTRACT.

Obsessive-compulsive disorder (OCD) is one of the most prevalent neuropsychiatric disorders
and affect between 1-3 % of the world population. Although the exact causes of OCD are
unknown, many lines of evidence suggest that OCD has a genetic basis. Recently, the idea of a
glutamatergic transmition dysfunction in OCD has gained strength, this evidence includes
certain polymorphisms in the NMDA receptor gene, elevated glutamate levels in the cerebro-
spinal fluid of drug naive patients and even glutamatergic neurotransmission-modulating
agents are currently being tested in the treatment of OCD. In addition, linkage, candidate gene
as well as meta-analysis studies support an association of SLCI1A1 gene and OCD. SLC1A1
encodes the Excitatory Amino-Acid Transporters 3 (EAAT3) that regulates the clearance of

glutamate in the synaptic cleft.

In this way, a main objective in the development of this thesis was to characterize
neurochemically and behaviorally a heterozygous mouse for EAAT3 (Eaat3*/") and to compare
it with a wild type mouse. At the neurochemical level, the content of monoaminergic
(dopamine, serotonin) and aminoacidergic neurotransmitters (glutamate and GABA) in the
cortical-striatum-thalamic-cortical circuit (CSTC) was evaluated, which plays a key role in the
communication between cortex and striatum (regulating the direct and indirect pathway of
the movement), and would be overactivated in patients with OCD. At behavioral level, using
the open field test, elevated plus maze and Marble Burying, was evaluated the degree of
anxiety of the heterozuygotes and wild type animals. The results shows that the Eaat3 * male
heterozygous mouse does not present significant changes in the neurotransmitter content in
areas of the cortico-striatum-thalamus-cortical circuit and has a behavioral phenotype similar
to wildtype mouse. However, in Eaat3 +/- female mice, behavioral changes are found , they
show to be more anxious than wild type female mice, so it will be necessary to evaluate later

the neurochemical regulation in females to compare it with the phenotypic change found.



INTRODUCCION

1) TRASTORNO OBSESIVO COMPULSIVO

El trastorno obsesivo compulsivo (TOC) es un trastorno neuropsiquiatrico caracterizado por
pensamientos intrusivos, recurrentes y persistentes (obsesiones) a los que se les acompafa
de conductas repetitivas o ritualisticas (compulsiones) que son llevadas a cabo con el fin de
aliviar la intensa ansiedad provocada por las obsesiones (Figura 1). Se estima que este
trastorno afecta entre el 1 - 3 % de la poblacién mundial, siendo uno de los desdrdenes

neuropsiquiatricos mas prevalentes en el mundo [1].

w—

Obsesiones Ansiedad

Alivio Compulsiones

s

Figura 1: Esquema del circulo vicioso del TOC (elaboracion propia).

Actualmente la causa exacta del TOC sigue siendo desconocida, sin embargo diversos
estudios sugieren una base genética, por ejemplo la tasa de TOC para gemelos
monocigéticos (80 - 87 %) es mayor que para gemelos dicigdticos (47 - 50 %) [2]. Por otro
lado, estudios familiares de TOC han demostrado que el riesgo de TOC es de 3 — 12 veces
mayor para aquellos individuos con primer grado de parentesco que para el resto de Ia
poblacién [3] . Sin embargo, hasta ahora ningin alelo en comin ha sido directamente

ligado a la patogénesis del TOC.

A pesar del poco entendimiento sobre los mecanismos neurobiolégicos precisos que

subyacen en el TOC, se han desarrollado algunos tratamientos que son al menos



parcialmente efectivos en aliviar los sintomas. En cuanto a los tratamientos farmacoldgicos
las drogas de primera linea son la clomipramina y los inhibidores selectivos de la recaptura
de serotonina (ISRSs) como fluoxetina, sertralina, paroxetina entre otros, los cuales
provocan una disminucion significativa de la sintomatologia del TOC, sin embargo
aproximadamente el 50% de los pacientes son no respondedores [4, 5] . El tratamiento con
terapias conductuales, también ha sido uatil y se basa en exponer al paciente
constantemente al estimulo que le genera la ansiedad (por ejemplo, suciedad), seguido de
la imposibilidad de llevar a cabo el ritual caracteristico (por ejemplo, lavarse las manos).
Esto genera una habituacion al estimulo aversivo. Este tipo de terapias ha mostrado una
efectividad similar a la terapia farmacoldgica. Sin embargo, no todos los tipos de
obsesiones pueden ser tratados con esta terapia, siendo de esta manera mucho mads

limitada que la terapia farmacoldgica [6].

2) ROL DEL GLUTAMATO EN TOC

Diversos sistemas neuronales han sido implicados en la fisiopatologia del TOC. Por ejemplo,
se ha sugerido la existencia de una desregulacion del sistema serotoninérgico sobre la base
de la efectividad de los inhibidores de la recaptura de serotonina (IRSs) e inhibidores
selectivos de la recaptura de noradrenalina (ISRNs) en aliviar las obsesiones y compulsiones
de los pacientes con TOC [7]. Por otro lado, anormalidades en el sistema dopaminérgico
han sido implicadas en la patogénesis del TOC basado en los beneficios terapéuticos de la
co-administracién de ISRSs y farmacos bloqueadores de receptores de dopamina
(antipsicdticos), asi como observaciones de compulsiones en trastornos relacionados con

los ganglios basales, como el sindrome de Tourette [8, 9].

Desde hace algunos afios ha habido un incremento en la evidencia que asocia al sistema
glutamatérgico con el TOC, incluyendo la asociacién de ciertos polimorfismos en el gen que

codifica para el receptor NMDA con susceptibilidad para el TOC [10], niveles elevados de



glutamato en el fluido cefalorraquideo de pacientes sin tratamiento previo [11], la
correlacién entre la severidad de los sintomas y el nivel de varios metabolitos de glutamato
[12], la mejora en los sintomas de aquellos pacientes refractarios al tratamiento de primera
linea y que son tratados con agonistas parciales del receptor de NMDA (D- cicloserina) o

antagonistas del receptor NMDA (memantina) [13, 14].

3) GLUTAMATO Y CIRCUITO CORTICO-ESTRIADO-TALAMO-CORTICAL

En 1983 Penney y Young describieron un modelo que muestra el rol del circuito Cortico-
Estriado-Talamo-Cortical (CSTC: Cortico-Stratium-Thalamus-Cortical, por sus siglas en inglés)
en el control de los movimientos normales, demostrando el rol central de los ganglios
basales dentro del circuito CSTC en la seleccién de las conductas que se quieren llevar a
cabo y la exclusién de aquellas no deseadas [15]. En este modelo (ver figura 2) se puede
apreciar cdmo neuronas glutamatérgicas envian proyecciones al estriado para hacer
sinapsis con neuronas espinosas medianas (NEMs) que son de origen GABAérgico,
conectando las estructuras de salida de informacién mas relevantes de los ganglios basales,
el Globo Pdlido interno (GPi) y la Sustancia Nigra pars reticulata (SNr) [15] . En el cuerpo
estriado existen dos tipos de NEMs, aquellas que expresan el receptor de dopamina D, que
componen la via directa y aquellas NEMs que expresan el receptor de dopamina D, que
componen la via indirecta. La via directa comprende neuronas NEMs que envian
proyecciones directamente al GPi/SNr, mientras que la via indirecta comprende relevos
adicionales hacia el Globo Pélido externalis (GPe) y posteriormente al Nicleo Subtalamico
(NST) [16]. De esta manera el GPi/SNr provee un tono inhibitorio al Talamo, el cual envia
proyecciones glutamatérgicas a la corteza nuevamente, completando el circuito [17] (ver
figura 2). Este tono es modulado por un equilibrio dindmico en la actividad de ambas vias,
asi una sobreactivacion de la via directa o una hipofunciéon de la via indirecta podria
“desinhibir” al tdlamo promoviendo una inapropiada expresién de comportamientos

cognitivos (obsesiones) y estereotipados (compulsiones) [18]. Basado en el rol critico del
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glutamato en el circuito CSTC, una disfuncién glutamatérgica ha sido implicada en la

patogénesis del TOC [19].

A ) B ) [ cortex ]
A
striatum

“direct pathway”

LAemyied poanpur,

GPi/SNr

[ thalamus ]—

A glutamate
= GABA
B dopamine

Figura 2: El circuito cortico-estriado-talamo-cortical es el mayor sitio de disfuncién sindptica en el trastorno
obsesivo-compulsivo. (A) Diagrama de un cerebro de ratén (corte sagital) ilustrando el circuito CSTC en las
correspondientes estructuras en un cerebro de roedor. (B)Diagrama simplificado del circuito CSTC en animales.
MSN, neuronas espinosas mediales; GPe, globo pdlido pars externalis; GPi, globo pdlido pars internalis; SNc,
sustancia nigra pars compacta; SNr sustancia nigra pars reticulata, STN, niucleo subtalamico; D1R, receptor de
dopamina tipo D;; D2R, receptor de dopamina tipo D,; CTX, corteza; STR, estriado; HIP, hipocampo; CS, coliculo
superior; CB, cerebelo; BS, tronco cerebral. Figura del trabajo de Jonathan T. Ting and Gouping Feng [17].

Por otro lado el uso de métodos de neuroimagen no invasivos como tomografia de emisién
positrénica (PET), tomografia computarizada de emisiéon de fotén unico (SPECT) o
espectroscopia de resonancia magnética (SRM) han permitido realizar estudios en
pacientes con TOC en los cuales se han encontrado alteraciones dentro del circuito CSTC. Se
ha visto un incremento en el metabolismo de la glucosa y flujo sanguineo en Corteza
orbitofrontal, Corteza cingulada anterior, Caudado y Talamo, todas regiones que forman
parte del circuito CSTC [20-22]. De esta misma forma se ha visto una reduccién en el
metabolismo de la glucosa y flujo sanguineo después de la administracion de clomipramina

0 ISRS [23, 24], también después de terapias conductuales [25] y lesiones neuroquirtrgicas

[26].
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4) MODELOS ANIMALES DE TOC.

Recientemente dos estudios en modelos genéticos de animales han indicado fuertemente
la existencia de una desregulacién glutamatérgica en el TOC. La proteina SAPAP 3, es una
proteina de andamiaje post-sindptica que se encuentra ubicada en densidades post-
sindpticas excitatorias y estd altamente expresada en estriado [27]. SAPAP 3 puede regular
el trafico de receptores de glutamato hacia la superficie de la membrana celular [27]. Welch
y colaboradores mostraron que el ratén con la delecién genética de SAPAP 3, exhibe un
incremento en la conducta de ansiedad y un “grooming” (acicalamiento) compulsivo que
lleva a la pérdida de pelo facial y a lesiones en la piel [27] . Al realizar estudios bioquimicos,
estructurales y electrofisioldgicos en el cerebro del ratén, se apreciaron defectos en las
sinapsis glutamatérgicas cortico-estriatales e interesantemente al restaurar la expresién de
SAPAP 3 mediante lentivirus, los defectos sindpticos y conductuales desaparecieron [27].
Por otro lado, al administrar fluoxetina (ISRS) la excesiva ansiedad y exceso de “grooming”

desaparecieron [27].

La proteina SLITRK5 regula el crecimiento de neuritas, la supervivencia neuronal y se
encuentra predominantemente expresada en densidades post-sindpticas de neuronas
corticales y estriatales. Shmelkov y colaboradores demostraron que un ratén knockout para
SLITRK5 muestra comportamientos tipo TOC, como aquellos observados en el ratén KO
para SAPAP 3, que se manifiestan con un excesivo “grooming” y un incremento en la
ansiedad, las cuales son revertidas tras la administracion de fluoxetina. El ratén KO para
SLTIRK5 muestra también una sobreactivacidn de la corteza orbitofrontal, alteraciones en
la anatomia estriatal y en la composicién del receptor de glutamato, lo que contribuye al
déficit de la neurotransmision glutamatérgica cortico-estriatal [28]. Los antecedentes
mostrados anteriormente sugieren que una alteracion en la neurotransmisién
glutamatérgica del circuito CSTC estaria involucrada fuertemente en la fisiopatologia del

TOC.



12

5) ROL DE EAAT3 EN TOC.

El glutamato es el neurotransmisor mds abundante en el sistema nervioso central y en
condiciones normales las concentraciones de glutamato en el espacio sindptico deben
permanecer dentro 0,6 — 1uM, ya que a concentraciones superiores a 1 yM de glutamato es
neurotdxico [29]. La homeostasis del glutamato en la hendidura sindptica depende de su
recaptura por una familia de proteinas de membrana, denominadas transportadores de
aminoacidos excitatorios (EAAT). Actualemente se han descrito 5 transportadores

enumerados con las siglas EAAT1 hasta EAATS5 [30].

La proteina EAAT3 es codificada por el gen SLC1A1 localizado en la regién cromosémica
9p24 [31]. El gen SLC1A1 es considerado el candidato mas fuerte para asociarse a TOC,
basado en la relativa consistencia en varios estudios en la asociacién genética con TOC [31,
32]. En 2006 Arnold y colaboradores, y Dickel y colaboradores publicaron simultdneamente
estudios independientes demostrando que variantes en el gen SLC1A1 estaban asociadas
con TOC [33, 34]. Un tercer estudio reveld una asociacién entre el gen SLC1A1 y TOC, al
encontrar en estos pacientes un haplotipo con polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs,

Single nucleotide polymorphisms, por sus siglas en ingles) en la tercera regién del gen [35] .

Hace unos pocos afios atras el Dr. Pablo Moya y colaboradores realizaron un estudio caso-
control para un gen candidato, encontrandose una fuerte asociacién de un haplotipo en
SLC1A1 y TOC [36]. Por otro lado EAAT3 tiene una expresién prominente en corteza,

estriado y tadlamo, todas dreas involucradas en el circuito CSTC [20].
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6) APROXIMACION CON UN RATON EAAT3*" AL TOC.

Desde que existe el ratdon knockout para EAATS3, se puede pensar que es el modelo ideal
para estudiar todos los cambios conductuales y neuroquimicos que este animal puede tener
y ser relacionados con el TOC. Sin embargo, es importante recordar que gran parte de los
pacientes en los que se han encontrado polimorfismos para el gen SLC1A1 corresponden a
pacientes heterocigotos [33, 35, 36], por lo que resulta muy interesante estudiar
neuroquimicamente el circuito CSTC del ratén heterocigoto para EAAT3 y los cambios
conductuales asociados a cambios en la neurotransmisidon de estas estructuras que
pudieran relacionarse con el TOC.

Por estos motivos, se ha realizado en esta tesis la evaluacién neuroquimica y conductual de
un ratdén heterocigoto para Eaat3, que tiene una menor expresion de esta proteina que un

raton silvestre.
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HIPOTESIS

La hipStesis de este proyecto de tesis fue “El ratén Eaat3* presenta un fenotipo
conductual ansioso que se relaciona con un contenido alterado de neurotransmisores
monoaminérgicos y aminoacidérgicos en areas del circuito cortico-estriado-talamo-

cortical (CSTC)”.
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OBJETIVOS

1)

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el contenido de neurotransmisores aminoacidérgicos y monoaminérgicos en dreas

del circuito cortico-estriado-tdlamo-cortical (CSTC), asi como la evaluacién de un fenotipo

ansioso-compulsivo en un ratén Eaat3* a través de paradigmas conductuales establecidos.

2)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para dar cumplimiento al objetivo general de esta tesis se propuso desarrollar los siguientes

objetivos especificos:

Determinar el genotipo de los ratones (Eaat3”* y Eaat3*) a utilizar mediante PCR
convencional.

Determinar el contenido tisular de neurotransmisores monoaminérgicos y sus
metabolitos como Dopamina (DA), 4cido 3,4 dihidroxifenilacético (DOPAC), Serotonina
(5-HT) y &cido 5 hidroxi-indolacético (5-HIAA) en dreas del circuito CSTC de ratones
Eaat3** y Eaat3 *', mediante la microdiseccion cerebral y posterior determinacién en un
cromatégrafo liquido de alta resolucién acoplado a detector electroquimico (HPLC-EC).
Determinar el contenido tisular de neurotransmisores aminoacidérgicos como
Glutamato (Glu) y acido y-aminobutirico (GABA) en areas del circuito CSTC de ratones
Eaat3** y Eaat3 *', mediante la microdiseccién cerebral y posterior determinacién en un
cromatdgrafo liquido de alta resolucién acoplado a detector fluorimétrico (HPLC-FP).
Determinar el fenotipo conductual de ratones Eaat3** y Eaat3 * a través de pruebas
conductuales como la de Exploracion de Campo Abierto, la de Laberinto Elevado en

Cruz, la de Enterrado de Canicas y Actividad Locomotora.
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MATERIALES Y METODOS.

1) OBTENCION DE LOS ANIMALES.

El ratén Eaat3* fue desarrollado por el Dr. Pablo Moya quien inyecto el vector en células
madre embrionicas (ES). El vector utilizado fue generado por el projecto trans-NIH-Knock-
Out Mouse Project (KOMP) y obtenido del depositorio KOMP (www.komp.org). Esto se

realizd en el NIMH transgenic core, NIH, E.E.U.U.

2) ANIMALES.

Se utilizé ratones machos y hembras C57BL/6 wild type (silvestres) y transgénicos de entre 3
y 6 meses de edad, de un peso aproximado de 30 gramos. Todos los animales fueron
alojados en una sala de temperatura controlada (22 * 2 °C) bajo ciclos dia-noche (12: 12
horas) con comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos experimentales fueron
aprobados por el Comité de Bioética y de Bioseguridad de la Universidad de Valparaiso,
otorgados al Proyecto Fondecyt Regular N° 114-1272 del Dr. Pablo R. Moya. Se realizaron
todos los esfuerzos para reducir al minimo el ndmero de animales utilizados en este
proyecto y su sufrimiento. El nimero de animales para cada experimento se muestran en la

leyenda de cada grafico.

3) REACTIVOS.

El estandar de DA, DOPAC, 5-HT, 5-HIAA, Glu, GABA, EDTA y 4cido 1-octanosulfénico fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, Missouri, EE.UU) y Financiados por el Proyecto
FONDECYT Regular N° 116-0398 del Dr. Ramdn Sotomayor-Zarate. La anfetamina utilizada
en esta tesis corresponde a la sal sulfato y fue donada por el Laboratorio Chile S.A. (Nufioa,
Santiago, Chile) a la Dra. Georgina M. Renard de la Universidad de Valparaiso. Todos los
otros reactivos utilizados en esta tesis fueron de grado analitico y molecular segun

corresponda.


http://www.komp.org/
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4) GENOTIPIFICACION DE LOS ANIMALES.

Para identificar los animales a utilizar, se procedid a obtener biopsias de las colas de cada
camada obtenida. Estas biopsias de 0,5 cm de longitud fueron tomadas a los 21 dias de
edad. Después de sacar la muestra se procedid a usar un antihemorragico de uso
veterinario (Quick Blood Stopper, Stephens Pharmaceutical Company). Posterior a esto se
procedid a extraer el ADN gendmico de las colas segun el siguiente protocolo: En tubos
individuales de 1,5 mL se depositaron las biopsias de colas y se suplementaran con 400 mL
de buffer de lisis (0,1M de buffer tris, 0,2 M de NaCl, 5 mM EDTAY 0,4% SDS) y proteinasa K
(Sigma Aldrich Inc., St. Louis, Missouri, EE.UU) 0,2 mg/mL. Luego se incubaron a 55°C por 2-3
horas o hasta la disgregacién completa del tejido. Una vez disgregado el tejido se
centrifugo a velocidad maxima (13000 rpm) por 3 min. a temperatura ambiente, y se
recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo. Al sobrenadante se le agregaron 500 pL de
isopropanol puro (Sigma Aldrich Inc., St. Louis, Missouri, EE.UU). Luego se procedié a
centrifugar a velocidad maxima (13000 rpm) por 3 min. a temperatura ambiente. El
sobrenadante se descartd y sobre el pellet formado se agregd 1 mL de etanol al 70% (etanol
de grado biologia molecular, laboratorio Merck) y se agité mediante un vértex y se volvié a
centrifugar a 13000 rpm por 3 minutos. A continuacién se descarté el sobrenadante y se
dejd secando el tubo eppendorf con el pellet en su interior a temperatura ambiente por
alrededor de 10 — 15 min. Una vez seco el pellet, se le agregd a cada tubo 100 pL de agua
bidestilada y estéril precalentada a 55°C. Se procedid a incubar los tubos a 37°C por unos 10
minutos o hasta que el pellet de ADN se resuspendiera completamente mientras se agitaba
en el vdrtex esporadicamente. Por Ultimo se procedid a cuantificar el ADN en un
espectrofotometro (nanodrop) obteniéndose la razén de purezas (razén de absorbancia
260 nm/280 nm y 260/230) que van desde 1,7 a 1,9 y de 2,0 a 2,2 respectivamente. Una vez
obtenido el ADN gendmico de cada animal, se procedi6 a realizar el PCR convencional. Para

este propdsito se usaron 2 juegos de partidores a una concentracion final de 0,4 uM, uno de
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ellos denominado “newLoxP constituido por el partidor newLoxP-Forward (5" ACC CAATTT
CAC ACC CTC CTC AGC 3") y por el partidor newLoxP-Reverse (5" GAT TTC GTT TCT ACC TCG
GGC CTA 3") y el segundo juego de partidores denominado “1a1-En2”, constituido por el
partidor 1a1En2-Forward (5" TGG CTC GGG TTT CTC CTA GCT GGT 3") y otro denominado 1a1-
en2-Reverse (5° CCA ACT GAC CTT GGG CAA GAA CAT 3°), ambos partidores fueron
disefiados por el Dr. Pablo Moya a traves del software Primer-Blast . El uso de ambos juegos
de partidores permite diferenciar de manera certera el genotipo de los ratones (Ver figura
3). Los partidores newLoxP generan una banda de 210 pb que muestra la presencia de los
sitios loxP en el ratén EAAT3* y por tanto la presencia del constructo; la banda de 185 pb
muestra la ausencia de los sitios loxP y por ende del constructo identificando asi a un ratén
Eaat3**. Los partidores En2 (control positivo) permiten corroborar el genotipo evidenciado
con los partidores newloxP, ya que la banda a 500 pb solo es posible observarla en ratones
que poseen el constructo. Se utilizé el SapphireAmp Fast PCR master mix (Takara) el cual
contiene la polimerasa, los deoxi-nucledtidos y los co-factores enzimaticos. Para realizar el
PCR se cargaron 2uL de ADN + 8 pL del juego de partidores correspondiente + 10 pL del
master mix SapphireAmp en tubos de reaccién individuales. Los ciclos de PCR utilizados
fueron los siguientes: denaturacién inicial a 95°C por 10:00 min, [94°C 0:30, 57°C 0:30, 72°C
0:30] x 30 ciclos, 72°C 10:00, 4°C. Una vez terminado el PCR, se procedid a cargar las
muestras en un gel de agarosa al 2%, el cual fue preparado con buffer TBE (Winkler, Ltda.),
agarosa de grado analitico (LAFKEN, Fermelo Biotec) y al cual también se le agrego 6 ul de
la tincion fluorescente para acidos nucleicos GelRed (Biotium Inc.) . El gel se sumergié en
una camara electroforética (modelo B2, clase Il, owl separation systems, Inc., USA) y se
procedid a cargar cada muestra en un bolsillo determinado del gel. Una vez cargadas las
muestras, se realizd la electroforesis a 120 V durante aproximadamente 2 horas. Por ultimo,

el gel fue extraido de la cdmara electroforética para su visualizacién en un transiluminador
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(modelo ENDURO GDS, Labnet international, Inc, USA) a partir del cual se tomaron las fotos

del gel para el posterior analisis de los genotipos.

5 arm 3 arm
(5359 bp) (4253 bp)
1 f 1
FRT loxP FRT loxP
lilpmliie QEGNIFES 2  [Q) g roecP o ]

Promoter-Driven Cassette ENSMUSEO00000146342
(L1L2 Bact_P)

1a1-En2-Rev

newlLoxP-Rev

1a1-En2-For

newLoxP-For

Figura 3. Esquema del constructo génico que impide la normal expresion del transportador Eaat3. Las flechas
celestes delgadas indican las regiones en la que cada partidor se une al constructo génico. Figura adaptada del
Knockout Mouse Project (KOMP).

5) HOMOGENIZACION DE TEJIDOS CEREBRALES.

Los tejidos cerebrales microdisectados fueron corteza prefrontal, cuerpo estriado, tdlamo e
hipocampo. Una vez microdisectadas las dreas de interés se procedié a pesarlas en una
balanza analitica (Modelo JK-180, Chyo, Japdn) y a guardarlas en un tubo Eppendorf de 1.5
mL a -80°C hasta su posterior uso. Estos tejidos se homogenizaron segtn el protocolo
adaptado de Chiy cols. [37]. Brevemente, a cada tubo con el respectivo tejido cerebral se le
agregaron 400 L de dcido percldrico (PCA) 0,2 N y con la ayuda de un sonicador (Microson
XL, Heat System) los tejidos fueron homogenizados. EI homogenizado obtenido fue
centrifugado a 13.000 g por 10 min a 4°C y el sobrenadante obtenido se separd y filtré a
través de una unidad de filtracion de 0,2 ym de poro (Cole-Palmer, USA). La solucién filtrada

fue usada en la determinacién de neurotransmisores por HPLC-EC y HPLC-FP.

6) DETERMINACION DE MONOAMINAS POR HPLC-EC.

Diez pL de cada solucién filtrada fueron inyectados en un HPLC-EC con la siguiente
configuracion: Inyector Rheodyne, una bomba isocratica (Modelo PU-2080 Plus, Jasco Co.

Ltd., Tokio, Japdn), una columna C18 (Modelo MF-8912, BAS, West Lafayette, IN, USA) y un
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detector electroquimico (Modelo LC-4C, BAS, West Lafayette, IN, USA) configurado a un
potencial de oxidacién de 650 mV y una sensibilidad de 0.5 nA (ver figura 4). La fase mévil
que se utilizé para la determinacién de monoaminas fue bombeada a un flujo de 0,1 mL/min
y tuvo la siguiente composicién: 100 mM de NaH,PO,, 1.0 mM de acido 1-octanosulfénico,
1.0 mM de EDTA y 3,5% “/, de acetonitrilo (ajustado a pH 2.3). Las dreas de los picos de
monoaminas en las muestras fueron comparadas con estdndares de referencia y se
calcularon las concentraciones de DA, DOPAC, 5-HT Y 5-HIAA usando una curva de calibrado

realizada en un programa cromatografico (Program ChromPass, Jasco Co. Ltd., Tokio,

Japédn) [38].

Anillo Catecol Ortoquinona
P 0 «

, ’

HO N

R R

R = -CH2 - CH2 -NH2 = Dopamina (3-Hidroxtiramina, 3,4-dihidroxifeniletilamina)
R = -CH(OH) - CH2 -NH2= Noradrenalina (Norepinefrina)

Figura 4. Esquema de la oxidacién de catecolaminas que ocurre en el electrodo de trabajo del detector
electroquimico. La oxidacién de una molécula de catecolamina produce 2 electrones, esta corriente es
directamente proporcional a la cantidad de moléculas de catecolaminas oxidadas. (Figura Laboratorio de
neuroquimica y Neurofarmacologia).

7) DETERMINACION DE GLUTAMATO Y GABA POR HPLC-FP.

20 pL de cada muestra filtrada fue mezclada mediante un vdrtex con 4 pL de orto-
ftalaldehido (OPA) y 4 pL de borato. Luego se procedié a dejar la muestra a temperatura
ambiente por 90 seg. y protegida de la luz (figura 5). Luego, las muestras fueron inyectadas
en un HPLC-FP con la siguiente configuracion: Inyector Rheodyne, una bomba isocratica
(Modelo PU-4180, Jasco Co. Ltd., Tokio, Japdn), una columna Kromasil 100-3.5-C18 (dim: 4.6
x 50 mm) y un detector de fluorescencia (Modelo FP-4025, Jasco Co. Ltd., Tokio, Japdn). La

fase mdvil que se utilizé para la determinacién de glutamato y GABA fue bombeada a un
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flujo de 1 mL/min y tuvo la siguiente composicién: 0.3 M de NaH,PO, y 20% "/, de acetonitrilo
(ajustado a pH 5,7). Las dreas de los picos de Glutamato y GABA en las muestras fueron
comparadas con estandares de referencia y se calcularon las concentraciones de estos
neurotransmisores usando una curva de calibrado realizada en el programa ChromNAV

control center (ChromNAYV, Jasco Co. Ltd., Tokio, Japén) [39] .

CHO

+ NHy—CH—COOH + SH—CH,—CH,—OH
CHO '

R
OPA J AA 2-MCE

S—CH,—CH,—OH

/
N—(I;H —C0O0~ + 2H,0

R
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Figura 5. Reaccion con Orto-ftalaldehido (OPA). OPA reacciona con una amina primaria de un aminodcido en
presencia de 2-mercaptoetanol formando un derivado isoindol sustituido, que es susceptible a la deteccién
fluorimétrica. Figura adaptada del trabajo de Zapata A. [40].

8) PARADIGMAS CONDUCTUALES

Todos los experimentos conductuales fueron llevados a cabo en una sala de conducta
especializada, con amortiguacién de sonido, temperatura (22 * 2 °C) e iluminacién regulada
(luz roja ambiental). Entre cada experimento conductual, los objetos usados durante las

pruebas conductuales se limpiaron con etanol al 5% para evitar imprevistos olfatorios.

8.1)  Prueba de Exploracion de Campo Abierto

Los ratones fueron llevados a la sala de conducta y colocados en sus cajas junto a sus
compafieros de camada al menos durante 30 min antes de comenzar la prueba. Posterior al
tiempo de habituacidn, cada animal fue puesto individualmente en el centro de una caja
plastica blanca (40 x 35 x 40 cm) y se le permitié explorar por 5 minutos. Los parametros

como tiempo de permanencia en el centro (20 x 20 cm), tiempo en la periferia y frecuencia
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con la que visita el centro de la caja fueron grabados y analizados usando el sistema de

andlisis de video Noldus Ethovision (Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA)

[41].

8.2)  Prueba de Laberinto Elevado en Cruz

Los ratones fueron llevados a la sala de conducta y colocados en sus cajas junto a sus
compafieros de camada al menos durante 30 min antes de comenzar la prueba. Posterior al
tiempo de habituacidn, cada animal fue puesto individualmente en el centro del laberinto
(Brazos abiertos 30 cm x brazos cerrados 30 x altura 46 cm.) y se les permitié explorar por 5
minutos. Los parametros como tiempo de permanencia en los brazos cerrados, abiertos y
tiempo en el centro del laberinto fue grabado y analizado usando el sistema de andlisis de

video Noldus Ethovision (Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA) [41].

8.3) Prueba de Enterrado de Canicas.

Los animales fueron llevados a la sala de conducta y colocados individualmente en cajas
plasticas transparentes (18 x 32 x 14 ¢cm) las cuales tenian 5 cm de alto de viruta y en la
superficie 15 canicas de vidrio oscuras (1,5 cm de didmetro), las cuales fueron distribuidas en
3 filas de 5 canicas cada una. Los ratones estuvieron en la caja por 30 min. Posterior a esto
se procedid a retirar los animales de las cajas y a contar el nimero de canicas enterradas. Se
consideraron como enterradas aquellas canicas que estaban completamente cubiertas y

también aquellas que estaban cubiertas con al menos 2/3 de viruta[41].

8.4) Actividad Locomotora.

La actividad locomotora basal e inducida por anfetamina fue medida en ambos grupos.
Cada animal fue colocado en una caja de plastico blanca (40 x 35 x 40 cm) y para los
primeros 30 min se registrd la actividad locomotora basal. Luego se procedid a inyectar
suero fisiolégico (5 mL/Kg i.p.) y se registré la actividad locomotora por otros 30 minutos.

Finalmente se procedid a inyectar a los ratones con una dosis de anfetamina (5 mg/Kg i.p.
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disuelto en solucién salina fisioldgica) y su actividad locomotora se registré durante 60 min.
La actividad locomotora fue grabada y analizada usando el sistema de andlisis de video

Noldus Ethovision (Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA) [42].

9) CALCULOS Y ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados fueron expresados como valor promedio * error estandar medio (SEM). Las
diferencias entre el grupo de estudio y grupo control para los paradigmas que evaluaron
ansiedad, actividad locomotora y contenido total de neurotransmisores fueron analizadas
por t -test paramétrico no-pareado debido a que todos los datos pasaron la prueba de
normalidad a través del test Shapiro-wilk y la diferencia estadisticamente significativa se
establecié cuando el valor de p fuera menor que 0,05. Todos los andlisis estadisticos fueron

realizados con el programa GraphPad Prism v6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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RESULTADOS

1) GENOTIPIFICACION DE LOS ANIMALES USADOS EN ESTUDIOS NEUROQUIMICOS Y
CONDUCTUALES.

En la figura 6 se observa la imagen de un gel de agarosa representativo en la que se
aprecian las distintas bandas correspondientes al tipo de genotipo. En el primer y ultimo
bolsillo del gel se encuentran el estandar de tamafio molecular. En el segundo bolsillo se
encuentra el control negativo, mientras que en antependltimo y penultimo bolsillo se
encuentran los controles positivos que corresponden a amplicones de un ratén Eaat3” y
Eaat3*, respectivamente. Todos los demas bolsillos corresponden a muestras en las que se
debia determinar el genotipo. Se puede determinar mediante el andlisis de la imagen que
aquellos ratones que presentan una banda en los 210 pb pertenecientes a las zonas LoxP
corresponden ratones heterocigotos, lo cual es confirmado por la presencia de la banda a
500 pb que corresponde a la presencia de las zonas 1a1-en2.

123 456 7 8 910111213 1415161718

1 = Estandar de peso Molecular.

2 = Control Negativo (Agua).

3 = Muestra 1.

4 = Muestra 2.

5 = Muestra 3.

6 = Muestra 4.

7 = Muestra 5.

8 = Muestra 6.

9 = Muestra 7.

10 = Muestra 8.

11 = Muestra 9.

12 = Muestra 10.

13 = Muestra 11.

14 = Muestra 12.

15 = Muestral3.

16 = Control Positivo Heterocigoto
17= Control Positivo Wild Type.
18 = Estandar de Tamafio Molecular.
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Figura 6. Fotografia de un gel de agarosa utilizado en la determinacion del genotipo de los animales destinados a las pruebas
conductuales y neuroquimicas.
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2) EVALUACION DEL FENOTIPO CONDUCTUAL ANSIOSO EN RATONES MACHOS

MEDIANTE LA PRUEBA DE EXPLORACION DE CAMPO ABIERTO.

Respecto a la prueba de exploracién de campo abierto no hubo diferencias significativas al
momento de medir la cantidad de tiempo que pasaron los ratones Eaat3* (273,7 3,3 s) y
EAAT3"*(276,4 2,7 s) en la periferia de la arena (Figura 7, Panel A). Tampoco se observaron
diferencias significativas en el tiempo que pasaron en el centro los ratones los Eaat3"*y
Eaat3* (26,33 + 3,3 s versus 23,64 * 2,7 s, respectivamente)(Figura 7, Panel B), ni en la
frecuencia en entrar al centro de la caja entre los ratones los Eaat3**y Eaat3*" (18,67 + 3,1

entradas versus 12,71 £ 1,4 entradas, respectivamente)(Figura 7, Panel C).
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Figura 7. Resultados de la prueba de exploracion de campo abierto en los ratones Eaat3*- y Eaat3**, en donde se
puede observar el tiempo de permanencia en la periferia (A), centro (B) y la frecuencia en niimero de veces en la
que el animal entraba al centro de la caja (C) .Los resultados fueron expresados en segundos y niimero de
entradas al centro de la caja que representan la media +SEM (n=12 Eaat3**y n=13 Eaat3+").
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3) EVALUACION DEL FENOTIPO CONDUCTUAL ANSIOSO EN RATONES MACHOS

MEDIANTE LA PRUEBA DE LABERINTO ELEVADO EN CRUZ.

En esta prueba los ratones Eaat3* no mostraron diferencias significativas con respecto a los
Eaat3”* en la permanencia en los brazos abiertos (113,4 * 23,4 s versus 121,0 % 15,7 s,
respectivamente)( Figura 8, Panel A), en la permanencia en los brazos cerrados (145,8 * 25,1
S versus 126,1 13,4 s, respectivamente)(Figura 8, Panel B), ni en el tiempo de permanencia

en el centro del laberinto (34,13 * 3,7 s versus 39,74 + 7,0 s)(Figura 8, Panel C).

Figura 8:
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Figura 8. Resultados de la prueba laberinto elevado en cruz en los ratones Eaat3+*" y Eaat3**, en donde se puede
observar el tiempo de permanencia en los brazos abiertos (A), brazos cerrados (B) y centro del laberinto (C). Los
resultados fueron expresados en segundos que representan la media +SEM (n=12 Eaat3**y n=10 Eaat3*").
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4) EVALUACION DEL FENOTIPO CONDUCTUAL ANSIOSO-COMPULSIVO EN RATONES

MACHOS MEDIANTE LA PRUEBA DE ENTERRADO DE CANICAS (MARBLE BURYING).

En esta prueba los ratones Eaat3 * no mostraron diferencias significativas en el nimero de
canicas enterradas en 30 minutos con respecto a los ratones Eaat3”* (7,7 + 0,8 canicas

versus 6,4 + 1,4 canicas, respectivamente)(Figura 9).
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Figura 9. Resultados de la prueba de enterrado de canicas en ratones Eaat3*" y Eaat3**, donde se puede observar
el nimero de canicas enterradas dentro de los 30 min de prueba. Los resultados fueron expresados en ntimero
de canicas enterradas que representan la media +SEM (n=10 Eaat3**y n=10 Eaat3*").
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5) EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA EN RATONES MACHO EAAT3"" Y

EAAT3,

Se observé que la actividad locomotora basal e inducida por anfetamina no presenta
diferencias estadisticamente significativas en el curso temporal (Figura 10, panel A) y en la
actividad locomotora acumulativa (Figura 10, panel B) entre los grupos de ratones machos

Eaat3* y Eaat3**.
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Figura 10. Efecto del genotipo sobre la actividad locomotora inducida por la administracién de anfetamina (5
mg/Kg i.p.) en ratones macho Eaat3*" y Eaat3+*. Resultados expresados como media + SEM (n=5 machos Eaat3*"y
n=5 machos Eaat3**). Actividad locomotora basal e inducida por anfetamina (A) y Actividad Locomotora
Acumulativa (B).
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6) EVALUACION DEL CONTENIDO DE NEUROTRANSMISORES MONOAMINERGICOS Y
AMINOACIDERGICOS EN CORTEZA PREFRONTAL DE RATONES MACHOS EAAT3* Y

EAAT3,

Respecto al contenido de DA, se puede observar que no existe diferencia significativa entre
el ratén Eaat3*" (55,00 * 12,93 pg/mg de tejido) versus Eaat3** (35,17 + 7,66 pg/mg de tejido)
(Figura 11, Panel A). Respecto al contenido de 5-HT y 5-HIAA, tampoco existe diferencia
significativas entre el ratén Eaat3” (466,4 + 37,23 pg/mg de tejido y 520,4 * 33,03 pg/mg
tejido, respectivamente) versus el grupo control Eaat3** (525,4 + 30,52 pg/mg de tejido y
581,3 * 45,33 pg/mg de tejido, respectivamente)(Figura 11, Panel B y C). En cuanto a los
neurotransmisores aminoacidicos, el contenido de Glu en el ratén Eaat3* (94899 + 8347
pg/mg de tejido) no presenta cambios significativos respecto al ratén Eaat3** (112391 + 9014
pg/mg de tejido)(Figura 11, Panel D), asi como tampoco existen cambios significativos con
respecto a GABA en el ratén Eaat3* (64,33 * 10,04 pg/mg de tejido) versus el Eaat3"* (69,00

+ 4,761 pg/mg de tejido)(Figura 11, panel E).
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Figura 11. Contenido total de neurotransmisores en corteza prefrontal, area perteneciente al circuito CETC en
ratones macho Eaat3+*" y Eaat3+**. Contenido Dopamina (A), Serotonina (B), 5-HIAA (C), Glutamato (D) y GABA (E).
Los resultados fueron expresados como pg/mg de tejido que representan la media + SEM (Dopamina n=5 Eaat3*"y

n=6 Eaat3*"*; 5-HT, 5-HIAA y Glutamato n=7 por grupo; GABA n= 6 por grupo).
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7) EVALUACION DEL CONTENIDO DE NEUROTRANSMISORES MONOAMINERGICOS Y

AMINOACIDERGICOS EN CUERPO ESTRIADO DE RATONES MACHOS EAAT3*" Y EAAT3".

Respecto al contenido de DA y DOPAC, se puede observar que no existe diferencia
significativa entre el ratén Eaat3* (9593 *+ 1296 pg/mg de tejido y 1818 * 174,8 pg/mg de
tejido, respectivamente) versus el Eaat3”* (10631 + 1147 pg/mg de tejido y 2126 + 370,6
pg/mg de tejido) (Figura 12, Panel A y B). Respecto al contenido de 5-HT y 5-HIAA, tampoco
existen diferencias significativas entre el ratén Eaat3” (512,0 * 51,75 pg/mg de tejido y 792,9
+ 72,27 pg/mg tejido, respectivamente) versus el grupo control Eaat3** (473,9 * 51,54 pg/mg
de tejido y 667,6 + 76,78 pg/mg de tejido, respectivamente)(Figura 12, Panel C y D). En
cuanto a los neurotransmisores aminoacidérgicos, el contenido de Glu en el ratén Eaat3*™
(140427 £ 8711 pg/mg de tejido) no presenta cambios significativos respecto al ratén Eaat3**
(150440 * 12434 pg/mg de tejido)(Figura 12, Panel E), asi como tampoco existen cambios
significativos con respecto a GABA en el ratén Eaat3* (121,7 * 14,83 pg/mg de tejido) versus

el Eaat3**(100,0 * 6,279 pg/mg de tejido)(Figura 12, panel E).
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Figura 12. Contenido total de neurotransmisores en Cuerpo Estriado, area perteneciente al circuito CETC en
ratones macho Eaat3+* y Eaat3+**. Contenido Dopamina (A), Dopac (B) Serotonina (C), 5-HIAA (D), Glutamato (E) y
GABA (F). Los resultados fueron expresados como pg/mg de tejido que representan la media * SEM (Dopamina y
Dopac n=7 Eaat3*" y n=6 Eaat3**; 5-HT n=6 Eaat3*" y n=7 Eaat3*"*; 5-HIAA n=7 por grupo;
Glutamato n=7 por grupo; GABA n= 7 por grupo).



33

8) EVALUACION DEL CONTENIDO DE NEUROTRANSMISORES MONOAMINERGICOS Y

AMINOACIDERGICOS EN TALAMO DE RATONES MACHOS EAAT3*" Y EAAT3"".

Respecto al contenido de DA y DOPAC, se puede observar que no existe diferencia
significativa entre el ratén Eaat3* (183,1 + 22,16 pg/mg de tejido y 72,17 11,65 pg/mg de
tejido, respectivamente) versus el Eaat3** (227,9 * 27,16 pg/mg de tejido y 55,33 + 9,42
pg/mg de tejido) (Figura 13, Panel A y B). Respecto al contenido de 5-HT y 5-HIAA, tampoco
existe diferencia significativas entre el ratén Eaat3* (618,5 * 113,4 pg/mg de tejido y 1821 +
210,3 pg/mg tejido, respectivamente) versus el grupo control Eaat3”* (720,9 * 64,5 pg/mg
de tejido y 2078 + 117,8 pg/mg de tejido, respectivamente)(Figura 13, Panel Cy D). En cuanto
a los neurotransmisores aminoacidicos, el contenido de Glu en el ratén Eaat3” (86641 +
6167 pg/mg de tejido) no presenta cambios significativos respecto al ratén Eaat3** (94148 +
10654 pg/mg de tejido)(Figura13, Panel E), asi como tampoco existen cambios significativos
con respecto a GABA en el ratén Eaat3* (138,5 * 33,15 pg/mg de tejido) versus el Eaat3**

(172,8 £ 21,61 pg/mg de tejido)(Figura 13, Panel F).
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Figura 13. Contenido total de neurotransmisores en Talamo, area perteneciente al circuito CETC en ratones macho
Eaat3*-y Eaat3++. Contenido Dopamina (A), Dopac (B) Serotonina (C), 5-HIAA (D), Glutamato (E) y GABA (F). Los
resultados fueron expresados como pg/mg de tejido que representan la media + SEM (Dopamina y Dopac n=7

Eaat3*" y n=7 Eaat3*"*; 5-HT n=6 Eaat3*" y n=7 Eaat3*"*; 5-HIAA n=5 Eaat3* y n=7 Eaat3*"*; Glutamato n=7 por

grupo; GABA n=5 Eaat3*" y n=7 Eaat3*;).
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9) EVALUACION DEL FENOTIPO CONDUCTUAL ANSIOSO EN RATONES HEMBRAS

MEDIANTE LA PRUEBA DE EXPLORACION DE CAMPO ABIERTO.

Respecto a esta prueba conductual, las hembras Eaat3* pasaron significativamente mds
tiempo en la periferia en comparacién con las hembras Eaat3** (276,5 * 5,1 s versus 253,4 *
6,7 s, respectivamente)(Figura 14, Panel A). Respecto al tiempo de permanencia en el
centro de la caja se puede observar que las hembras Eaat3* pasan significativamente
menos tiempo en el centro en comparacién a las hembras Eaat3”* (23,54 + 5,10 s versus
46,61 £ 6,68 s)(Figura 14, Panel B). Por Ultimo, también se observa que las hembras Eaat3*
ingresan menos veces al centro de la caja en comparacién a las hembras Eaat3*”* (12,60 +

2,27 entradas versus 22,90 * 3,41 entradas, respectivamente)(Figura 14, Panel C).

Figura 14:
A Hembras: Tpo. Periferia B Hembras: Tpo. Centro
300 — * 60 —
- p—————— -1 I
— Tn‘ _
L 200 L 40
o
o
o - ;. -
S
()
(o] — —
= 100 - 20
0 T 0 T ; ;
Eaat3 " Eaat3 " Eaat3 ™" Eaat3 "~
Hembras Frecuencia Centro
30—
[%2]
[
i - —I—
[
c 20—
[}
[} -
o
2 10—
[}
£ 4
=}
z

0 T
Eaat3 ™" Eaat3 ™

Figura 14. Resultados de la prueba de exploracion de campo abierto en los ratones hembra Eaat3*" y Eaat3*/*, en
donde se puede observar el tiempo de permanencia en la periferia (A), centro (B) y la frecuencia en niimero de
veces en la que el animal entra al centro de la caja (C) .Los resultados fueron expresados en segundos y niimero
de entradas al centro de la caja que representan la media *SEM (n= 10 por grupo). *P < 0.05 comparados con el
grupo control.
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10) EVALUACION DEL FENOTIPO CONDUCTUAL ANSIOSO EN RATONES HEMBRAS

MEDIANTE LA PRUEBA DE LABERINTO ELEVADO EN CRUZ.

En esta prueba las hembras Eaat3 * no mostraron diferencias significativas con respecto a
las Eaat3"* en la permanencia en los brazos abiertos (186,4 * 29,8 s versus 136,5 * 26,9 s,
respectivamente)(Figura 15, Panel A), tampoco en los brazos cerrados (96,7 + 26,0 s versus
127,2 * 22,6 s)(Figura 15, Panel B) y por ultimo tampoco en la permanencia en el centro del

laberinto (27,81 £ 6,05 s versus 26,99 * 4,08 s)(Figura 15, Panel C).

Figura 15:
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Figura 15. Resultados de la prueba laberinto elevado en cruz en los ratones Eaat3*" y Eaat3**, en donde se puede
observar el tiempo de permanencia en los brazos abiertos (A), brazos cerrados (B) y centro del laberinto (C). Los
resultados fueron expresados en segundos que representan la media *SEM (n=8 Eaat3*/*y n=10 Eaat3*’).
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11) EVALUACION DEL FENOTIPO CONDUCTUAL ANSIOSO-COMPULSIVO EN RATONES
HEMBRAS MEDIANTE LA PRUEBA DE ENTERRADO DE CANICAS (MARBLE BURYING).

En esta prueba las hembras Eaat3” no mostraron diferencias significativas con respecto a
las hembras Eaat3** en el nimero de canicas enterradas (7,7 * 0,8 canicas versus 6,4 * 1,4
canicas, respectivamente) después de 30 minutos (Figura 16). Solo es posible observar una
leve tendencia por parte de las hembras Eaat3”" a enterrar mas canicas que las hembras

Eaat3*".

Figura 16:
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Figura 16. Resultados de la prueba de enterrado de canicas en ratones hembra Eaat3*- y Eaat3+*, donde se puede
observar el niimero de canicas enterradas dentro de los 30 min de prueba. Los resultados fueron expresados en
nimero de canicas enterradas que representan la media *+SEM (n=9 Eaat3**y n=14 Eaat3*").
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12)  EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA EN RATONES HEMBRAS EAAT3"" Y
EAAT3,

Se observé que la actividad locomotora basal e inducida por anfetamina no presenta
diferencias estadisticamente significativas en el curso temporal (Figura 17, panel A) y en la
actividad locomotora acumulativa (Figura 17, panel B) entre los grupos de ratones hembras

Eaat3*" y Eaat3**.

Figura 17:
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Figura 17. Efecto del genotipo sobre la actividad locomotora inducida por la administracion de anfetamina
(5 mg/Kg i.p.) en ratones hembra Eaat3+" y Eaat3**. Actividad locomotora basal e inducida por anfetamina (A) y
Actividad Locomotora Acumulativa (B). Resultados expresados como media + SEM
(n=4 hembras Eaat3*" y n=4 hembrass Eaat3**).
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13) EVALUACION DEL FENOTIPO CONDUCTUAL ANSIOSO EN RATONES EAAT3* Y

EAAT3** MEDIANTE LA PRUEBA DE EXPLORACION DE CAMPO ABIERTO.

Respecto a esta prueba conductual, podemos observar que las hembras Eaat3* no
presentan diferencia significativa con respecto a los machos Eaat3* en el tiempo que pasan
en el centro de la caja (23,54 * 5,099 s versus 23,64 * 2,717 s)(Figura 18, panel B), tampoco
en la periferia de la caja (276,5 + 5,116 s versus 276,4 * 2,717 s)(Figura 18, panel D) ni las veces
que ingresan al centro de la caja (12,60 +* 2,267 s versus 12,71 * 1,435 s
respectivamente)(Figura 18, panel F). Por el otro lado y por el contrario, podemos observar
que las hembras Eaat3** pasaron significativamente mas tiempo en el centro de la caja en
comparacién con los machos Eaat3** (46,61 + 6,684 s versus 26,33 * 3,295 s,
respectivamente)(Figura 18, Panel A). Respecto al tiempo de permanencia en la periferia de
la caja se puede observar que las hembras Eaat3** pasan significativamente menos tiempo
en la periferia en comparacién con los machos Eaat3** (253,4 + 6,684 s versus 273,7 * 3,295
s)(Figura 18, Panel B). Por ultimo, podemos observar que no hay diferencia significativa
entre las hembras Eaat3** y machos Eaat3** con respecto al nimero de veces que ingresan
al centro de la caja (22,90 * 3,14 entradas versus 18,67 * 30,51 entradas,
respectivamente)(Figura 18, Panel E), sin embargo se puede apreciar una mayor tendencia
de las hembras Eaat3** a entrar en el centro que se correlaciona con el mayor tiempo que

estas pasan en el centro de la caja.
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Figura 18. Resultados de la prueba de exploraciéon de campo abierto, donde se puede observar el tiempo de
permanencia en el centro (A y B), en la periferia (Cy D) y la frecuencia en niimero de veces en la que el animal
entraba al centro de la caja (E y F) en ratones Eaat3 */* y Eaat3 * respectivamente . Los resultados fueron
expresados en seg. y niimero de entradas al centro de la caja que representan la media +SEM (Hembras n =10y
Machos n =12-14).
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14) EVALUACION DEL FENOTIPO CONDUCTUAL ANSIOSO EN RATONES EAAT3* Y

EAAT3** MEDIANTE LA PRUEBA DE LABERINTO ELEVADO EN CRUZ.

En esta prueba las hembras Eaat3 ** no mostraron diferencias significativas con respecto a
los machos Eaat3** en la permanencia en los brazos abiertos (136,5 + 26,88 s versus 121,0 *
15,74 s, respectivamente)(Figura 19, Panel A), tampoco en los brazos cerrados (127,2 + 22,63
s versus 126,1 * 13,44 s)(Figura 19, Panel C) o en la permanencia en el centro del laberinto
(26,99 * 4,08 s versus 39,74 * 6,97 s)(Figura 19, Panel E). Con respecto a las hembras Eaat3
* estas tampoco presentaron diferencias significativas con respecto a los machos Eaat3 *
en la permanencia en los brazos abiertos (186,4 * 29,8 s versus 113,4 * 23,45 s,
respectivamente)(Figura 19, Panel B), tampoco en los brazos cerrados (96,7 + 26,0 s versus
145,8 + 25,12 s)(Figura 19, Panel D) o en la permanencia en el centro del laberinto (27,81

6,05 s versus 34,13 * 3,72 s)(Figura 19, Panel F)
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Figura 19:
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Figura 19. Resultados de la prueba laberinto elevado en cruz, donde se puede observar el tiempo de permanencia
en los brazos abiertos (A y B), brazos cerrados (Cy D) y centro del laberinto (E y F) en ratones Eaat3 ** y Eaat3 *
respectivamente. Los resultados fueron expresados en segundos que representan la media +SEM (Hembras
Eaat3+*+*n=8, Hembras Eaat3*" n=10 , Machos Eaat3+** n=12, Macho Eaat3*" n=10).
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15) EVALUACION DEL FENOTIPO CONDUCTUAL ANSIOSO-COMPULSIVO EN RATONES

EAAT3*" Y EAAT3** MEDIANTE LA PRUEBA DE ENTERRADO DE CANICAS.

En esta prueba las hembras Eaat3** no mostraron diferencias significativas con respecto a
los machos Eaat3”* en el nimero de canicas enterradas (6,444 * 1,405 canicas versus 6,700
+ 0,731 canicas, respectivamente) después de 30 minutos (Figura 20; Panel A). Por otra
parte, las hembras Eaat3* tampoco muestran diferencias significativas con respecto a los
machos Eaat3*" en el nimero de canicas enterradas (7,714 + 0,8349 canicas versus 7,400 *

1,127 canicas, respectivamente)( Figura 20; panel B).
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Figura 20. Resultados de la prueba de enterrado de canicas, donde se puede observar el nimero de canicas
enterradas dentro de los 30 min de prueba en los ratones Eaat3+*+ (A) y Eaat3* (B). Los resultados fueron
expresados en niimero de canicas enterradas que representan la media +SEM (Hembras Eaat3*/* n=9, Hembras
Eaat3* n=14 , Machos Eaat3*/* n=10, Macho Eaat3*" n=11).
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16) EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA EN RATONES EAAT3*" Y EAAT3"".

Se observé que la actividad locomotora basal o después de la inyeccion de salino no
presenta cambios significativos entre las hembras Eaat3”* y machos Eaat3”* (8940,33 +
583,28 cm y 6648,02 + 508,65 cm versus 5168,36 + 663,34 cm y 2704,90 + 280,48 cm
respectivamente). Sin embargo la actividad locomotora inducida por anfetamina en
hembras Eaat3** y machos Eaat3”* muestra diferencias estadisticamente significativas
(44387,52 + 5087,53 cm versus 23417,95 + 4720,47 cm) tanto en el curso temporal (Figura 21,
panel A) como en la actividad locomotora acumulativa (Figura 21, panel B). Por otro lado, las
hembras Eaat3* no mostraron diferencias significativas con respecto a los machos Eaat3*"
en la actividad locomotora basal o después de la inyeccién de salino (8612,58 + 502,71 cm y
6999,98 + 290,05 cm versus 4355,14 + 678,20 y 1766,79 * 374,57 cm respectivamente), ni
tampoco en la actividad locomotora inducida por anfetamina (37117,84 + 1903,40 cm versus
29574,09 + 6885,43 cm respectivamente)(Figura 21, Panel C y D). Por ultimo, es posible
observar que tanto en los ratones Eaat3” como en los Eaat3** las hembras presentan una
mayor actividad locomotora en comparacién a los machos, ya sea basalmente, después de

la inyeccién de salino o de la inyeccién de anfetamina.
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DISCUSION.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran la influencia del genotipo heterocigoto
para EAAT3 en ratones machos y hembras sobre la conducta tipo ansiosa, evaluada a través
de tres diferentes paradigmas conductuales: Test de Campo Abierto (Open Field), Laberinto
elevado en Cruz (Elevated Plus Maze) y Enterrado de canicas (Marble Burying) y sobre la
regulacién neuroquimica en las dreas cerebrales implicadas en TOC como lo es Corteza
Prefrontal, Cuerpo Estriado y Talamo.

Segun los resultados obtenidos se puede sefialar que en los ratones machos no se cumple
la hipdtesis planteada, mientras que en el caso de las hembras se cumple parcialmente. Esto
se debe a que los ratones machos Eaat3* no muestran un fenotipo ansioso en relacién a su
contraparte, lo que se correlaciona con los resultados del contenido de neurotransmisores
en los cuales tampoco se presentaron cambios significativos. Sin embargo, las hembras
Eaat3* muestran ser significativamente mds ansiosas que sus respectivos controles Eaat3**
en una de las pruebas conductuales realizadas. Estos resultados dan cuenta que la menor
expresion de EAAT3 en los ratones heterocigotos machos puede ser revertido a través de
algun mecanismo fisiolégico compensatorio, mientras que en las hembras al parecer ese

mecanismo podria estar disminuido.

1) EFECTO DE LA HETEROCIGOSIS DE EAAT3 EN RATONES MACHOS SOBRE LA
REGULACION NEUROQUIMICA EN EL CIRCUITO CSTC Y SOBRE LA PRESENCIA DE UN

FENOTIPO ANSIOSO.

A nivel del contenido de neurotransmisores en las &areas del circuito CSTC, no se
encontraron cambios  significativos en el contenido de neurotransmisores
monoaminérgicos o aminoacidérgicos. En cuanto a las pruebas conductuales realizadas en
este trabajo ninguna de los tres paradigmas conductuales, enfocados a determinar un

fenotipo ansioso, mostraron cambios significativos entre los ratones Eaat3” y Eaat™*, lo cual
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es correlacionado con la ausencia de cambios observados en los resultados de contenido
total de neurotransmisores. La razén de que no se hayan observado cambios en los
experimentos realizados puede deberse a un mecanismo fisiolégico compensatorio; en
ocasiones animales que son KO para un gen constitutivo determinado desarrollan
mecanismos compensatorios que evitan observar los posibles cambios y consecuencias que
produciria el bloqueo de la expresidn del gen de interés [43]. Asi también, es posible
observar que en ratones KO para el transportador de EAAT3 en los que se evaluaba
problemas de memoria y aprendizaje (hipocampo), se demostré que existe un aumento
considerable del transportador EAAT2 en la glia (transportador de glutamato que se
encuentra principalmente en glia), el cual normalmente transporta alrededor del 90% del
glutamato que se encuentra en el espacio sindptico [43, 44], es asi como una disminucidn
en la cantidad de EAAT3 en las membranas post-sindpticas neuronales puede ser
tamponado con un aumento en la cantidad de EAAT2, evitando de esta forma el aumento
de glutamato en el espacio sindptico y la desregulacién de otros circuitos como el

dopaminérgico o serotoninérgico.

2) EFECTO DE LA HETEROCIGOSIS DE EAAT3 EN RATONES HEMBRA SOBRE LA

PRESENCIA DE UN POSIBLE FENOTIPO ANSIOSO.

A nivel de las pruebas conductuales en hembras se puede observar que no hubieron
cambios significativos en la prueba de laberinto elevado en cruz, enterrado de canicas o
actividad locomotora, sin embargo en la prueba de exploracién de campo abierto podemos
observar que las hembras Eaat3” muestran ser significativamente mds ansiosas que sus
controles, debido a que pasan un menor tiempo en el centro de la caja y entran una menor
cantidad de veces al cuadrante interno. Es dificil precisar la razén exacta de por qué podria
ocurrir esto, por una parte es sabido que los estrégenos disminuyen la actividad de
transportador EAAT3 [45] y por otro lado, se ha visto que al momento de evaluar ratones

hembra en pruebas de ansiedad como la exploraciéon de campo abierto, aquellas que se



48

encuentran en proestro presentan un comportamiento tipo ansiolitico, producto de los
mayores niveles plasmdticos de progesterona [46]. De esta manera es posible pensar que
debido a que no se realizé un frotis vaginal previo a cada prueba, y asi determinar el ciclo
estral, gran parte de las hembras Eaat3** podrian haber estado en proestro (altos niveles de
progesterona) y gran parte de las hembras Eaat3* podrian haber estado en estro (altos
niveles de estrégenos), acentuando el cambio conductual; lo que podria explicar por qué en
las otras dos pruebas (enterrado de canicas y laberinto elevado en cruz) no se encontraron
diferencias entre ambos grupos. Por otro lado seria posible pensar que los estrégenos, en
particular el estradiol, sea capaz de disminuir la actividad del EAAT2 o pueda regular a la
baja la expresién de este en membrana a través de alguna proteina en particular o través de
una regulacién transcripcional o post-transcripcional a modo de evitar el mecanismo
compensatorio anteriormente mencionado para el caso de los machos; sin embargo hasta
la fecha solo se sabe que el estradiol no disminuye la actividad del EAAT2 [47] y que los
factores involucrados en su regulacidn a la baja son: citoquinas proinflamatorias, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), n-Myc, NF-kf, entre otros, pero sin estar dentro de ellos el
estradiol [44], mas aun, estudios recientes han demostrado que los receptores de
estréogenos ubicados en células gliales son capaces de incrementar la expresion del EAAT2

en sus membranas y aumentar la actividad de este [48, 49].

3) COMPARACION POR SEXO EN LOS PARADIGMAS CONDUCTUALES EN RATONES

EAAT3 SILVESTRES Y HETEROCIGOTOS.

A nivel de las pruebas conductuales podemos observar que al comparar machos Eaat3*
versus hembras Eaat3” no existen cambios significativos entre ellos, en ninguno de los
paradigmas conductuales. Con respecto a los ratones Eaat3”* podemos observar que en la
prueba de exploracién de campo abierto los machos presentan una menor cantidad de
tiempo en el centro de la caja en comparacién a las hembras, siendo significativa esta

diferencia. Estos resultados van de la mano con diversos estudios en roedores que
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muestran diferencias de género con respecto a la neurobiologia de la ansiedad, mostrando
que las hormonas sexuales femeninas, tanto estradiol como progesterona ejercen efectos
tipo ansioliticos y antidepresivos en roedores sometidos a paradigmas conductuales de
ansiedad y depresién [50][51], sin embargo este efecto no es observado entre los machos y
hembras Eaat3*, lo que estarfa reforzando el fenotipo ansioso encontrado en las hembras
Eaat3*. En la prueba de laberinto elevado en cruz no se aprecian diferencias significativas
entre hembras y machos silvestres o heterocigotos, mas solo una tendencia de las hembras
de ambos genotipos a explorar durante mas tiempo los brazos abiertos en comparacién a
los machos. En la prueba de enterrado de canicas no hay diferencias entre machos y
hembras de ambos genotipos. Por ultimo, al observar la actividad locomotora de los
ratones Eaat3”* podemos observar que las hembras presentan significativamente una
mayor actividad locomotora en comparacién a los machos después de la administracidn de
anfetamina. Por otro lado, en los animales heterocigotos también se aprecia una mayor
actividad locomotora de las hembras por sobre los machos después de la administracién de
anfetamina, sin embargo la diferencia observada no es significativa. Estos hallazgos
ratifican las observaciones publicadas en la literatura que demuestran que los estrégenos
de la hembra favorecen la liberacién de DA inducida por anfetamina a nivel estriatal [52], lo

cual conlleva a una mayor actividad locomotora.

Aun después de lo visto y discutido, queda claro que es necesario realizar el analisis
neuroquimico en hembras para evaluar el contenido de los diferentes neurotransmisores en
las dreas del circuito CSTC y asi poder buscar una respuesta mds certera al posible cambio

fenotipico encontrado en las hembras Eaats.
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CONCLUSIONES.

1. Los ratones machos Eaat3* no presentan un fenotipo ansioso el cual se evalud a través
de tres paradigmas conductuales: exploracién de campo abierto, laberinto en cruz elevado
y enterrado de canicas; asi como tampoco presentan cambios en la actividad locomotora en

comparacién los ratones macho Eaat3*.

2. Los ratones machos Eaat3* no presentan cambios en el contenido total de
neurotransmisores monoaminérgicos y aminoacidicos de las dreas correspondientes al
circuito CSTC (Corteza Prefrontal, Estriado y Tdlamo) en comparacién a los ratones macho

Eaat3**.

3. Las hembras Eaat3* presentan un fenotipo ansioso en la prueba conductual de
exploracién de campo abierto en comparacién a las hembras Eaat3**, pero no asi en la
prueba de enterrado de canicas y laberinto elevado en cruz; tampoco se presentan cambios

en la actividad locomotora.

4. Las hembras Eaat3** muestran una conducta tipo ansiolitica en las prueba de
exploracidn de abierto y una mayor actividad locomotora después de la administracién de

anfetamina en comparacién a los machos Eaat3**.

5. Las hembras Eaat3* no presentan diferencias conductuales con respecto a los machos

Eaat3*" en los paradigmas conductuales realizados en esta tesis.
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