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RESUMEN

La serotonina (5-HT) es un neurotransmisor del Sistema Nervioso central (SNC) que
participa en multiples procesos neurobioldgicos, incluyendo el aprendizaje y la memoria. A
nivel de la sinapsis, el transportador de 5-HT (SERT) controla la accion del
neurotransmisor a través de su recaptura y reciclaje. Existen algunas variantes del gen que
codifica para SERT, que afectan su expresion, y que estan asociadas a cambios en la
regulacién emocional y funciones cognitivas en humanos. Correspondientemente, estudios
en modelos animales (ratas y ratones) deficientes de SERT (knockout, KO) han descrito
alteraciones en conductas tipo-ansiosas y en algunos parametros cognitivos. Al respecto,
comparados con ratones con expresion normal (wild-type, WT), los ratones SERT KO
presentan déficits en la memoria espacial, que serian dependientes de la reactividad al
estrés. Por otro lado, algunos autores sugieren que los ratones SERT KO presentarian una
mejora en la memoria de trabajo y en la flexibilidad cognitiva, aunque a edades no
comparables entre los dos estudios. Sin embargo, a la fecha, se desconoce si los ratones
SERT KO presentan alteraciones en la memoria episodica y de reconocimiento de objetos,
o si la mejora en la flexibilidad cognitiva se presenta en procesos de memoria espacial.
Tampoco existe informacion relativa a posibles diferencias entre procesos de memoria
espacial a corto versus a largo plazo. El objetivo del presente trabajo fue investigar los
efectos que tendria la alteracion de la expresion de SERT en el desempefio de ratones
adultos entre 8 y 12 semanas de edad en paradigmas de procesos de memoria de
reconocimiento de objetos y episddica a corto y largo plazo, en aprendizaje espacial y

flexibilidad cognitiva. En la tarea de reconocimiento de objetos (NOR), no fue posible



medir el aprendizaje debido a que no se cumplio el paradigma. En la prueba de laberinto de
Barnes (BM), observamos que los ratones SERT KO presentarian dificultades en la
memoria a corto y largo plazo en la etapa de adquisicion del aprendizaje solo en el
parametro de latencia de escape, no asi en la latencia primaria y en los errores primarios. En
el aprendizaje de reversion no observamos mejoras en el genotipo SERT KO ya que en el
parametro de latencia de escape observamos un peor desempefio y en la latencia primaria
como en los errores primarios, solo observamos una tendencia a un mejor aprendizaje.
Finalmente, al comparar el rendimiento del aprendizaje de la fase de reversion con la fase
de adquisicion, evidenciamos mejoras en la primera ya que los tiempos y numero de errores

disminuyen.

Palabras clave:
Serotonina, SERT, aprendizaje, aprendizaje por reversion, memoria de trabajo, memoria

episddica, memoria a corto plazo, memoria a largo plazo, flexibilidad cognitiva.



SUMMARY
Serotonin (5-HT) is a central nervous system (CNS) neurotransmitter that participates in
multiple neurobiological processes, including learning and memory. At the level of the
synapse, the 5-HT transporter (SERT) controls the action of the neurotransmitter through
its recapture and recycling. There are some variants of the gene that codes for SERT, which
affect its expression, and which are associated with changes in emotional regulation and
cognitive functions in humans. Correspondingly, studies in animal models (rats and mice)
deficient of SERT (knockout, KO) have described alterations in anxious-type behaviors and
in some cognitive parameters. In this regard, compared to mice with normal expression
(wild-type, WT), SERT KO mice have deficits in spatial memory, which would be
dependent on the reactivity to stress. On the other hand, some authors suggest that SERT
KO mice would present an improvement in working memory and cognitive flexibility,
although at ages not comparable between the two studies. However, to date, it is unknown
if SERT KO mice present alterations in episodic memory and object recognition, or if the
improvement in cognitive flexibility occurs in spatial memory processes. There is also no
information regarding possible differences between short-term and long-term spatial
memory processes. The aim of the present work was to investigate the effects that the
alteration of SERT expression would have on the performance of adult mice between 8 and
12 weeks of age in paradigms of memory processes of object recognition and episodic in
the short and long term, in spatial learning and cognitive flexibility compared to
heterozygous and WT mice. In the task of object recognition (NOR), it was not possible to
measure learning because the paradigm was not met. In the Barnes maze test (BM), we

observed that SERT KO mice would have short and long term memory difficulties in the

10



learning acquisition stage only in the escape latency parameter, but not in the primary
latency and in the primary errors. In terms of short-term memory, we only observed
learning difficulties in the SERT KO genotype in the escape latency parameter, but not in
primary latency and primary errors. In the learning of reversion, we did not observe
improvements in the SERT KO genotype since in the parameter of escape latency we
observed a worse performance and in the primary latency as in the primary errors, we only
observed a tendency to a better learning. Finally, when comparing the learning performance
of the reversion phase with the acquisition phase, we show improvements in the first since
the times and number of errors decrease.

Keywords:

Serotonin, SERT, learning, reversion learning, working memory, episodic memory, short-

term memory, long-term memory, cognitive flexibility.
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1. MARCO TEORICO
1.1 Serotonina y sistema serotoninérgico

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una amina biogénica que actia como
neurotransmisor y neuromodulador y que se distribuye por todo el organismo ejerciendo
maultiples funciones. La 5-HT se sintetiza a partir del aminoacido triptofano, el cual es
esencial en la dieta. El triptofano es hidroxilado mediante la enzima triptofano-5-
hidroxilasa dando origen al 5-hidroxitriptofano (figura 1). Esta molécula, tras una
descarboxilacion por medio de la L-aminodcido aromatico descarboxilasa da lugar
finalmente a la 5-HT (Fidalgo et al., 2013).

La 5-HT se localiza en el tracto gastrointestinal, en las plaquetas, neuronas 5-HTérgicas del
SNC vy del sistema nervioso entérico (Gershon, 2004). En el SNC, la 5-HT se encuentra
fundamentalmente en grupos de neuronas en la region del rafe, protuberancia y en el tronco
encefalico superior (figura 2), las cuales tienen amplias proyecciones hacia el encéfalo
anterior , nucleo accumbens vy estriado (Berger et al., 2009). La 5-HT esta involucrada en
diferentes funciones, incluyendo el suefio, apetito, temperatura, ansiedad, actividad motora,
ritmo bioldgico, aprendizaje y memoria (Roth et al., 2004). A la fecha, se han identificado y
caracterizado 14 subtipos de receptores de 5-HT (Anexo Tabla 1), que han sido agrupados
en siete subgrupos (5-HT; a 5-HT>), (Berger et al., 2009). Estos receptores pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, con la excepcion del receptor 5-HT3

gue es un canal iénico activado por ligando (Hoyer y Martin, 1997).
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Figura 1. Biosintesis y metabolismo de la 5-hidroxitriptamina. Figura extraida de Rang y Dale, Farmacologia

(2008).
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SEROTONINA

MNucleos del rafe
Médula espiral

Figura 2. Vias de la 5-hidroxitriptamina (serotoninérgicas) en el encéfalo. Figura extraida de Rang y Dale,
Farmacologia (2008). Am: Nucleo amigdalino; C: Cerebelo; Est: Cuerpo estriado; Hip: Hipocampo; Hit:

Hipotalamo; SN: Sustancia negra; Ta: Talamo; Tab: Tabique.
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1.2 El transportador de serotonina.

El transportador de serotonina (SERT) es una proteina transmembranal encargada de
recapturar la 5-HT del espacio extracelular (figura 3), y por lo tanto regula su
disponibilidad en la sinapsis (Marston et al., 2011). SERT pertenece a la familia
transportadora de solutos SLC6 (solute carrier family) dependientes de Na*/Cl" y K* (Lesch
et al., 1993). El gen humano para SERT (SLC6A4) se encuentra en el cromosoma 17q11.2,
se extiende a lo largo de 37.8 kb y contiene 14 exones, y codifica para una proteina de 630
aminoacidos (Rammamoorthy y Blakely, 1999). La secuencia de la proteina humana
presenta una homologia del 93% con la de raton y rata.

Importantemente, SERT es la principal diana farmacoldgica para el tratamiento de las
patologias psiquiatricas en las que el sistema 5-HTérgico se encuentra alterado, siendo el
sitio de accion de los inhibidores de la recaptura de 5-HT como fluoxetina y citalopram
(Chavez et al., 2008). SERT ademas es el sitio de accion de psicoestimulantes como la
cocaina y anfetaminas (las que también actGan sobre el transportador de dopamina),

(Rammamoorthy y Blakely, 1999).
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1.3 El raton SERT Knockout como modelo de estudio

En humanos, una variante corta del promotor del gen de SERT, ligada a una baja expresion
de SERT, y que, conduce a una menor recaptura de 5-HT, ha sido asociada con rasgos de
personalidad relevantes para ansiedad (Murphy y Moya, 2011), depresiéon (Caspi et al.,
2003) y correspondientemente con patrones alterados de actividad y conectividad de
regiones cerebrales (Hairiri et al., 2006). Con el fin de evaluar el papel de SERT in vivo, en
el afio 1998, se generaron ratones con niveles alterados de SERT a través de manipulacién
genética (fig. 4), (Bengel et al., 1998). El ratdn deficiente de SERT (knockout, KO) muestra
un aumento en la 5-HT extracelular de hasta 6 veces y una marcada disminucién (60-80%)
del contenido tisular de 5- HT en diversas regiones del cerebro (Bengel et al., 1998;
Murphy et al., 2004). Como es de esperar para un tan dramatico cambio en la homeostasis
de 5-HT, los ratones SERT KO presentan alteraciones en la respuesta de los receptores de
5-HT pre y post-sindpticos. La mayoria de los receptores resultaron regulados a la baja
(down-regulation), como consecuencia del aumento de 5-HT extracelular producido por la
pérdida de funcién de SERT (Fabre et al., 2000, Fox et al., 2007). A nivel conductual, los
ratones SERT KO presentan caracteristicas importantes, tales como conductas tipo-ansiosa
y tipo-depresivas (Lesch, 2008), alteraciones en sociabilidad (Moya et al., 2011; Sakabibara
et al., 2014) y anormalidades morfoldgicas en corteza prefrontal y amigdala basolateral

(Wellman et al., 2007).
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1.4 Serotonina y memoria

Hay estudios que demuestran que la 5-HT desempefia un papel como moderador de
diversos aspectos de las funciones cognitivas, incluyendo el aprendizaje y la memoria. Esto
por su distribucion en regiones del cerebro implicadas en el aprendizaje y la memoria, tales
como el hipocampo, corteza y amigdala (Harvey, 2003; Herdegen y Leah, 1998). De este
modo, se ha sugerido que el sistema 5-HTergico, ademas de ser esencial para la funcion
cerebral normal, también es importante en la patogénesis de algunos trastornos cognitivos
(Meneses, 1999). Por ejemplo, trastornos como la Enfermedad de Alzheimer (EA) y la
esquizofrenia presentan alteraciones cognitivas, y su etiologia incluye, entre otras, una
disfuncion del sistema 5-HTérgico. (Terry et al., 2008). Por este motivo, es importante
saber en mayor profundidad como SERT influye en las funciones cognitivas y como sus
variantes genéticas se pueden ver involucradas.

La memoria se define, a nivel general, como la codificacion, almacenamiento y la
recuperacion de la informacion aprendida (Kandel et al., 2012), y el aprendizaje como un
cambio en el SNC que resulta de la experiencia y que origina cambios duraderos en la
conducta que modifican un comportamiento posterior (Morgado, 2005). La memoria es
esencial para todo el aprendizaje, ya que le permite almacenar y recuperar la informacion
gue se aprende. Por lo tanto aprendizaje y memoria son procesos estrechamente ligados y
en cierto modo coincidentes. A nivel neuronal, maltiples lineas de evidencia indican que la
formacion de la memoria ocurre a través de una modificacion en la eficacia sinaptica
(plasticidad sinaptica), (Kandel, 2012). Los psicdlogos han clasificado la memoria en dos

grandes grupos. El primero, la memoria implicita (no declarativa) que es un tipo de
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memoria que se recuerda de manera inconsciente. Es la informacion que se tiene para
realizar algo. Este tipo de memoria aparece normalmente en el entrenamiento de
capacidades reflejas motoras o perceptivas. El segundo, la memoria explicita (declarativa)
que permite el conocimiento objetivo de las personas, los lugares y las cosas y lo que ello

significa. Esto se recuerda mediante un esfuerzo consciente y deliberado (Kandel et al.,

2012).

20



1.5 Paradigmas comportamentales de memoria y flexibilidad cognitiva

La prueba de reconocimiento de objetos nuevos (NOR, por su sigla en inglés), es un
modelo ampliamente utilizado para el estudio del aprendizaje y la memoria, la preferencia
por la novedad y su influencia en diferentes regiones cerebrales (Antunes y Biala, 2012). La
prueba NOR es muy Util para estudiar la memoria de reconocimiento de objetos (MRO),
tanto a corto como largo plazo, a través de la manipulacion del intervalo de retencion entre
sesiones, es decir, la cantidad de tiempo que los animales conservan la memoria de los
objetos (Taglialatela et al., 2009).

La memoria espacial consiste en multiples mecanismos especializados para codificar,
almacenar y recuperar informacion acerca del ambiente y su orientacién espacial (Aggleton
et al., 2009). En este sentido, se ha descrito que la memoria espacial es una funcién
dependiente del hipocampo (Bird y Burgess, 2008), mientras que la memoria de
reconocimiento visual depende tanto del hipocampo como de la corteza perirrinal (Brown y
Aggleton, 2001). Se acepta ampliamente que, tanto roedores como en primates, la corteza
perirrinal juega un papel importante en la MRO (Aggleton et al., 2010), y cuando existe
algun dafio, el rendimiento en las tareas de memoria de reconocimiento se ve afectada
(Albasser et al., 2009). Del mismo modo, las cortezas perirrinal, entorrinal, y temporal
inferior, son criticas para la memoria de reconocimiento visual (Hammond et al., 2004).
Por ultimo, la memoria de reconocimiento de lugar (MRL), puede ser evaluada al cambiar
de posicion uno o mas objetos durante la prueba NOR. En la prueba, los animales tienden a
pasar mas tiempo explorando el objeto ubicado en la nueva posicion (Aggleton et al.,

2009). Este tipo de memoria presenta una mayor carga de interferencia que una prueba

21



NOR “clasica”, que utiliza la MRO, debido a que los animales son sometidos a cambios
contextuales de orden espacial (Uekita y Okanoya, 2011). Otras pruebas que miden
memoria espacial son el laberinto de Barnes (BM) y el laberinto acuatico de Morris
(MWM), ambos relacionados con la memoria espacial. Estas pruebas han demostrado ser
atiles en la deteccion de deficits cognitivos (Karabeg et al., 2013; Darcet et al., 2014).

Por otro lado, la flexibilidad cognitiva se define como la capacidad de cambiar rapidamente
el comportamiento ante las circunstancias cambiantes del ambiente y estd mediada por la
corteza prefrontal (PFC), en particular, sus regiones orbitofrontal y ventromedial (Holmes y
Wellman, 2009). Para estudiar la flexibilidad cognitiva, los investigadores utilizan a
menudo un conjunto de paradigmas referidos colectivamente como el aprendizaje de
reversion, que evalian el desempefio respecto a modificar una conducta previamente
aprendida al invertir o cambiar las claves u objetos utilizados durante el proceso de

aprendizaje (lzquierdo et al., 2016).
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1.6 Modelos animales de SERT en memoria y aprendizaje.

En una serie de estudios previos se han evaluado distintos componentes cognitivos en los
animales deficientes de SERT, incluyendo la MRO y la memoria espacial (Dere et al.,
2005; Kalueff et al., 2007; Olivier et al., 2008). Por ejemplo, en relacion a la MRO, la
memoria para las ubicaciones en las que se exploraron los objetos, y la memoria de orden
temporal para el objeto, se ha observado que los ratones SERT KO machos de 6 meses
detectan simultdneamente los tres componentes de la novedad (Novedoso ¢qué?, memoria
ubicacién ¢Dénde? y memoria temporal ¢Cuando? (Dere et al., 2005). Sin embargo,
Kalueff y colaboradores encontraron diferencias significativas entre los genotipos de
ratones SERT hembra adultos (3-5 meses). Estos autores observaron un aumento de la
neofobia (menor nimero de aproximaciones para acercarse o tocar el objeto) en los ratones
deficientes de SERT KO en comparacion con los ratones WT en la prueba NOR durante 3
minutos (Kalueff et al., 2007).

Por otro lado, el grupo de Homberg investigé el efecto de la deplecion aguda de triptofano
(ATD) en ratas SERT (Olivier et al., 2008). Estos autores observaron que las ratas SERT
KO y HET contenian niveles méas bajos de 5-HT en la corteza y el hipocampo. También
que estos genotipos son mas vulnerables al consumir menos triptéfano en su dieta (dosis
baja de ATD), viéndose afectado los tiempos de exploracion de objetos nuevos en la prueba
de NOR, en comparacion con ratas SERT WT (Olivier et al, 2008). En ensayos con
ratones, Karaberg y colaboradores observaron un peor desempefio del ratdbn SERT KO en

comparacion con HET y WT en el MWM, pero no en el BM. Los autores argumentaron
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que la diferencia entre ambos paradigmas se debe a que la prueba MWM incorpora un
factor adicional de estrés por el miedo a ahogarse (Karaberg et al., 2013).

En otro estudio, se evalu6 la memoria de trabajo espacial en ratones SERT adolescentes (4
semanas) y adultos jovenes (8-10 semanas) usando el laberinto en forma de T. Los
resultados obtenidos sugieren que hay un mayor porcentaje de alternancia espontanea en
SERT HET y KO desde estadios tempranos del desarrollo (Sakakibara et al., 2014),
aunque a los ratones SERT KO les toma mas tiempo completar todos los ensayos en
comparacion con SERT WT (Sakakibara et al., 2014).

En un estudio de aprendizaje de reversion, el tratamiento cronico postnatal de ratones WT
con fluoxetina, un blogueante del transportador SERT, mejoro el aprendizaje de reversion
basado en una tarea de aprendizaje inverso, especificamente durante la fase inicial de la
tarea. Interesantemente, la delecion de SERT también dio lugar a la mejora del aprendizaje
de reversion. En este estudio se sometid a animales a pruebas con pantalla tactil (Brigman
et al, 2010).

Por lo anteriormente descrito, mediante este estudio queremos esclarecer si la expresion de
SERT afecta el reconocimiento de objetos tanto en la MRO como en la MRL en ratones
SERT vy ver los posibles efectos en la memoria a corto plazo. También saber si el impacto
de la expresion de SERT en la memoria espacial afecta diferencialmente la memoria a corto
plazo vs memoria a largo plazo en procesos de aprendizaje y flexibilidad cognitiva. Del
mismo modo, el posible aumento en flexibilidad cognitiva por pérdida de expresion de
SERT, descrito hasta la fecha en un Unico articulo y utilizando un solo paradigma de
aprendizaje, no ha sido corroborado en otros paradigmas de memoria espacial, ni tampoco

se ha evaluado diferencias entre memoria a corto y largo plazo.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Hipotesis
La reduccion parcial (HET) o total (KO) de SERT afecta la memoria episodica y espacial a

corto y largo plazo en ratones, disminuyendo los tiempos de exploracion en la prueba de
NOR y aumentando los tiempos y nimero de errores en la prueba de BM, ademés de

mejorar el desempefio en el aprendizaje de reversion.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Evaluar la memoria episddica a corto y largo plazo en ratones SERT KO y HET, utilizando

paradigmas de memoria de reconocimiento de objetos y memoria visuo-espacial.

2.2.2 Objetivos especificos

» Evaluar memoria de reconocimiento de objetos y memoria de reconocimiento espacial
a corto plazo en ratones SERT, utilizando la prueba de reconocimiento de objetos

NOR.

» Evalua memoria espacial en ratones SERT a corto y largo plazo en la prueba de Barnes

Maze.

» Evaluar la flexibilidad cognitiva, en memoria espacial a corto y largo plazo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animales

Se utilizaron ratones WT, SERT heterocigotos (HET) y KO. Estos animales son generados
a través de una mutacion por delecion y una posterior recombinacion homdloga, mediante
la sustitucion del segundo exdn del gen SERT con un casete de neomicina (Bengel et al,
1998), (figura 4). Se utilizé un total de 25 ratones macho (9 KO, 6 HET y 10 WT) adultos,
entre 8 a 12 semanas de edad, al comienzo de la prueba; esta edad se basa en evidencias en
literatura que indican que el mayor impacto de SERT en conducta aparece en ratones de
estado adulto (Sakabibara et al., 2014). Se agruparon de 4 a 6 ratones por jaula, las cuales
son de policarbonato transparente, mantenidas en un sistema de ventilacién individual. Las
condiciones ambientales fueron controladas cuidadosamente, manteniendo a los animales
bajo condiciones de luz estandarizadas (luz blanca desde 20:00 hasta 8:00; oscuridad desde
8:00 hasta 20:00), temperatura constante (20 £ 2 °C), y agua y comida ad libitum durante el
periodo de habituacién y tratamiento. Todas las pruebas se llevaran a cabo durante la fase
de luz del ciclo. Los procedimientos de cuidado de los animales y las pruebas se realizaron

segun las normas aprobadas por el comité de bioética de la Universidad de Valparaiso.
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3.2 Genotipificacion

La genotipificacion se realizé utilizando muestras de tejido para extraer el ADN gendmico
amplificado por PCR. Posteriormente, los genotipos se identificaron por electroforesis en
gel de fragmentos de ADN segun tamafio 225 pb (WT), 272 pb (KO) o ambos (HET),

usando un protocolo desarrollado en el laboratorio del Dr. Moya.
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3.3 Pruebas conductuales
Los tres grupos de ratones fueron sometidos a tres pruebas de conducta de manera seriada y

por una unica vez y en el siguiente orden (figura 5).

Figura 5. Resumen bateria de pruebas realizadas por animal con sus respectivos tiempos. Son tres las pruebas
que se realizaron por animal; Open Field (OF), Reconocimiento de Objetos Nuevos (NOR) y la prueba de
Barnes Maze (BM). FAM: Familiarizacion; MRL: Memoria de Reconocimiento de Lugar; MRO: Memoria de

Reconocimiento Objetos; MCP: Memoria a Corto Plazo; MLP: Memoria a Largo Plazo.
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3.3.1 Tarea campo Abierto (Open field)

Como parte del proceso de habituacion de los animales durante la caracterizacion
conductual, se utilizé la prueba del campo abierto previo a la prueba de reconocimiento de
objetos, la que ademas permiti0 evaluar la actividad locomotora y la ansiedad que
presentan los animales. El aparato de campo abierto es una caja de 40 cm x 40 cm de area y
30 cm de altura hecha de acrilico blanco opaco. Esta prueba esta basada en el conflicto
experimentado por los roedores entre su tendencia natural a permanecer en areas protegidas
(bordes) de la caja (tigmotaxis) vs explorar el area central abierta, lo que se interpreta como
una conducta tipo-ansiosa. Antes de comenzar la prueba, se dejaron los animales en la sala
de conducta por 30 minutos para su aclimatacion, luego se evalué el tiempo que pasa en el
centro de la superficie o en la periferia durante 5 minutos. Cuanto méas ansioso sea un
animal menos va a deambular por el centro y mas se va a quedar en la periferia. Se realizd
un ensayo por dia durante tres dias consecutivos. El aparato fue limpiado cada vez que
termine la medicion con etanol al 30 % para minimizar sefiales quimicas. Se midi6 un
conjunto de pardmetros como la distancia recorrida (cm), ndmero de entradas y el

porcentaje de tiempo de permanencia en el centro y en la periferia de la caja.
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3.3.2 Tarea de reconocimiento de objetos (NOR)

Esta prueba evalla la capacidad de los roedores para reconocer un nuevo objeto y su
ubicacion espacial en el entorno. Esta prueba se fundamenta en la tendencia natural de los
ratones a explorar nuevos objetos o que cambian de lugar en su ambiente y compararlos
con otros que les son familiares (Antunes y Biala, 2012). Se llevaron a cabo las tareas de
memoria como se describen a continuacién, pero siguiendo una modificacion en los
protocolos (Uekita y Okanoya, 2011). La prueba se llevo a cabo con luz roja con una
intensidad de 10 lux. Se utilizaron cinco conjuntos diferentes de objetos que no pudieron
ser desplazados por los ratones. Los diferentes objetos fueron: (1) una piramide de marmol
color marfil de 4 cm largo, 4 cm ancho y 4 cm alto; (2) una manzana plastica color verde de
4 cm de didmetro y 4 cm de alto; (3) una caja plastica rellena con arena de 3 cm de largo,
2cm de ancho y 5 cm de alto;(4) un cilindro de vidrio bicolor (negro con naranjo) de 3 cm
de diametro y 7 cm de alto; (5) un tornillo metalico plateado de 2,5 cm de didmetro y 6 cm
de alto (Anexo figura 2). El aparato es una plataforma cuadrada de 40 cm x 40 cm de area 'y
30 cm de altura hecha de acrilico blanco opaco. Antes de comenzar la prueba, se dejaron
los animales en la sala de conducta 30 minutos para su aclimatacion.

El procedimiento consistié en una fase de habituacion, una fase de familiarizacion y dos de
prueba, ordenadas en el tiempo (figura 6). En la fase de habituacion, se dejé explorar al
animal libremente en la plataforma durante 10 minutos en ausencia de objetos y por dos
dias. La fase de familiarizacion se realiz0 veinticuatro horas después de la fase de
habituacion y se colocaron cuatro objetos distintos en la plataforma (A+B+C+D) a 5 cm de
las paredes. Los animales se colocaron en la plataforma contra el centro de la pared opuesta

de espaldas a los objetos, para impedir la coaccion para explorar los objetos al ser
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liberados. El tiempo de exploracion fue de 5 minutos con tres sesiones consecutivas,
separadas por intervalos de 5 minutos. La exploracion de cada objeto durante la
familiarizacion fue representada por el indice de preferencia (IP), (IP= tiempo explorando
el objeto/suma tiempos de exploracion de cada objeto). En una primera etapa de prueba, 5
minutos después de la fase de familiarizaciéon, dos de los cuatro objetos presentados
anteriormente fueron reposicionados (figura 6), evaluando asi la memoria de objeto en
cuanto a su ubicacion; memoria de reconocimiento de lugar (MRL). La exploracion de cada
objeto durante la sesion de prueba fue representada por el indice de preferencia (IP). En la
primera etapa de prueba se midid con la siguiente formula (IP = tiempo dedicado a explorar
los objetos reposicionados / tiempo total dedicado a explorar todos los objetos) x 100. La
segunda etapa de prueba 5 minutos después de la primera prueba, se evalué la memoria de
reconocimiento de objetos, reemplazando uno de los cuatro objetos por uno nuevo
(E+B+C+D). Se calcul6 el indice de preferencia (IP = tiempo explorando el objeto nuevo /
tiempo explorando el objeto nuevo + tiempo explorando al objeto familiar) x 100. Después
de cada ensayo, la plataforma se limpi6 con etanol al 30%. Exploracion de un objeto se
considerd cuando el raton olfatea o toca el objeto, es decir, cuando la distancia entre la
nariz y el objeto es < 2 cm. Dando la vuelta o si se sienta sobre el objeto no se considerd

una conducta exploratoria.
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Figura 6. Tarea de reconocimiento de objetos nuevos. Los ratones fueron habituados dos dias antes en la

arena. Luego de 24 horas exploran 4 objetos distintos en 3 triales durante 5 minutos (familiarizacién). En la

segunda etapa (prueba), dos objetos fueron cambiados de lugar (B y C), para medir la memoria de

reconocimiento de lugar (MRL) en dos triales. Finalmente un objeto (A) fue cambiado por el (E), para

evaluar la memoria de reconocimiento de objeto (MRO). (Modificada de Uekita y Okanoya, 2011).
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3.3.3 Laberinto de Barnes

El aparato consistié en un disco plano y circular (100 cm de diametro), iluminado con 600
Ix que se eleva a 120 cm por encima del suelo. Veinte agujeros fueron dispuestos de
manera circular cerca del borde de la plataforma. Uno de los agujeros contiene una caja
donde el animal puede escapar de la plataforma. La plataforma esta dividida 4 cuadrantes
(blanco, opuesto, positivo y negativo), (figura 7). Los animales aprenden la ubicacién de un
agujero de escape utilizando puntos de referencia espacial que estan fijos en relacion al
laberinto. Esta prueba aprovecha la preferencia natural de los roedores para evitar
superficies abiertas y muy iluminadas. Por lo tanto no se necesitan estimulos aversivos
adicionales. Este test es similar al Morris Water Maze (MWM), y evalta la memoria de
referencia espacial y el aprendizaje, pero sin inducir alguna conducta de desesperanza y
estrés relacionada con el agua que pudiera estar presente en el MWM (Schulz et al., 2007).

El procedimiento consistié en una fase de habituacion, dos fases de adquisicion y tres
pruebas, ordenadas en el tiempo (figura 7). En la fase de habituacion el animal fue guiado
por el experimentador al agujero de escape en oscuridad a modo que se familiarice con la
prueba. La fase de adquisicion se llevd a cabo los dias 1 al 4 con la posicion del agujero de
escape de manera constante. Cada dia se realizaron cuatro ensayos por animal con una
duracion de tres minutos y con intervalos de 25 minutos entre ellos, evaluando asi la
memoria a corto plazo (Sunyer, 2007). Cada ensayo se inicidé colocando el raton en un
cilindro oscuro (didametro 12 cm; 12,5 cm de alto) en el centro de la plataforma (esto
permite que el animal se enfrente a una direccion aleatoria cuando el cilindro se levantd).

Después de 30 segundos, el cilindro se levantd y empieza la prueba. Si el raton no entr6 en
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al agujero de escape dentro de 300 segundos, se apago0 la luz y el experimentador lo guio
suavemente para que permanezca en él. Si el raton entrd al agujero de escape se apago la
luz y se cerro el agujero dejando al animal durante 60 segundos. Después de cada ensayo, la
plataforma se limpio con etanol al 30%. El dia 5 se realizo el test de prueba con un tiempo
maximo de 2 minutos. En una segunda etapa se realizo un ensayo de reversion los dias 6 al
9, girando en 180° la plataforma y quedando el agujero de escape en la posicion opuesta.
El dia 10 se realiz6 un test de prueba para evaluar la memoria a largo plazo y finalmente al
dia 17 se realizd una tercera prueba para medir la consolidacion de la memoria.
Se analizaron los siguientes parametros:
a) Latencia primaria: tiempo requerido por los animales para hacer contacto inicial con
el orificio de destino.
b) Latencia de escape: tiempo que tardaron los animales para entrar completamente en
el agujero de destino.
c) Errores primarios: nimero de agujeros visitados antes del primer contacto con el
orificio de destino. Se consider6 que un agujero es visitado cuando el animal inclin6

su cabeza sobre él (nariz empuje) o introdujo sus patas en el orificio.

Por ultimo la persona que realizé las mediciones de las tres pruebas de conducta de manera
seriada fue siempre la misma, manteniendo las mismas condiciones durante las mediciones:
la hora de inicio de los ensayos, proteccion en vestimenta (delantal, guantes, mascarilla,
gorra y cubre zapatos), limpieza con toallas absorbentes y mediciones realizadas sin saber

los genotipos de los animales.
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Figura 7. Barnes Maze. Los ratones pasan primero por una habituacion que les permite familiarizarce con la
prueba. La fase de adquisicidn se realiz6 durante cuatro dias y cada dia se realizaron 4 triales por animal
(MCP). La fase de prueba se realiz6 en un solo dia. Del dia 6 en adelante se cambi¢ la posicién del agujero de
escape para asi evaluar el aprendizaje de reversion. La reversion fue medida igual que la fase de prueba. En el
dia 10 se midié la memoria a largo plazo (MLP) y luego de una semana la consolidacion del aprendizaje.

(Modificada de Darcet et al., 2014).
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3.4 Software y analisis estadistico

Todos los ensayos se grabaron utilizando el programa Microsoft LifeCam. Para el analisis
cuantitativo de los registros de video, se utiliz6 el programa ANY-Maze. Los datos
obtenidos fueron analizados con el software GraphPad. Todos los resultados fueron
expresados como el promedio + error estandar, y comparados mediante Analisis de
Varianza seguido por test post-hoc correspondiente. Para comparar los genotipos SERT en
la prueba BM, se calcul6 el area bajo la curva del aprendizaje (AuC), en la fase de
adquisicién y reversion, para cada individuo. Los AuC calculados fueron expresados como
el promedio + error estandar, y comparados mediante Analisis de Varianza seguido por test

post-hoc correspondiente.
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4. RESULTADOS

Para establecer si la ausencia de SERT induce déficits en la memoria y el aprendizaje,
realizamos una caracterizacioén conductual utilizando pruebas conductuales que evaltan la

memoria de reconocimiento y la memoria espacial.
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4.1 Test de campo Abierto (Open field)

Tal como se habia descrito previamente (Kallueff et al., 2006), observamos el efecto del
genotipo sobre la distancia recorrida a través de los grupos experimentales; One-way
ANOVA F (p21), P = 0.0166. El analisis de comparacion maltiple nos indica que el grupo

KO recorrié una distancia significativamente menor al grupo WT (test Dunnett, P < 0.05).

(Figura 8).
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Figura 8. Distancia recorrida OF. Distancia recorrida en el campo abierto (OF) por los tres grupos durante un
tiempo de 5 minutos. Los datos estan representados como media = SEM. One-way ANOVA F (,,1), seguido

de Dunnet post-hoc test. (*P < 0.05); (WT: n=10; HET: n=6 y KO: n=9).
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Tal como se describen en los trabajos de (Sakabibara, 2014) y (Darcet et al., 2014), el
tiempo de permanencia de los animales en el centro de la arena disminuye en el grupo KO
en comparacion a los grupos HET y WT. Sin embargo, el anélisis de comparacion multiple
nos muestra que esta diferencia no fue significativa entre los distintos grupos evaluados en

esta tesis (test Dunnett); One-way ANOVA F (1), P = 0.1549 (Figura 9).

Tiempo centro

607

Tiempo (s)

Grupo

Figura 9. Tiempo centro OF. Tiempo empleado en la zona central de la arena por los tres grupos durante un
tiempo total de 5 minutos. Los datos estan representados como media + SEM. One-way ANOVA F (;,y,

seguido de Dunnet post-hoc test. (WT: n=10; HET: n=6 y KO: n=9).
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4.2 Tarea de reconocimiento de objetos nuevos (NOR)

Un tipo de memoria afectada por la ausencia de SERT es la memoria de reconocimiento, la
cual ha sido evaluada usando el clasico paradigma de reconocimiento de objetos nuevos
(NOR) que utiliza dos objetos para discriminar entre lo novedoso y lo familiar (Kalueff et
al., 2007). A fin de evaluar una tarea mas compleja, estimando no s6lo la memoria de
reconocimiento de objetos si no también la memoria de reconocimiento de lugar (MRL),
utilizamos una version que utiliza 4 objetos diferentes la cual ha sido previamente
empleada usando otros modelos animales como degus y ratas (Uekita et al., 2011; Arias-
Cavieres et al., 2017) pero no en ratones. En la primera etapa de la prueba, etapa de
familiarizacion, observamos una menor exploracion de objetos en el grupo KO en
comparacion a los grupos HET y WT durante los tres triales; Two-way ANOVA F (466, P
= 0.6962 (Figura 10a). No obstante, el analisis de comparacion multiple nos muestra una
diferencia significativa en el trial 3 entre el grupo KO y HET (test Tukey, P <0.05), no asi
con respecto al grupo WT. Ademas no se observo preferencia por algun objeto en particular
en esta etapa de la prueba (Two-way ANOVA F (283), P = 0,7728 seguido de test Tukey, P
> 0,05), (Anexo Figura 3). En la segunda etapa de prueba, que evalué la MRL, no
observamos una discriminacion entre objetos movidos (objetos B y C en Figura 2,
metodologia) versus no movidos, tal como el analisis de comparacion multiple nos muestra
(Two-way ANOVA F (244), P = 0.8594, seguido test Sidak's, P > 0,05); (Figura 10b). Al
comparar la exploracion de los objetos movidos y no movidos en los distintos grupos no

observamos una discriminacion entre ellos, tal como el analisis de comparacion multiple
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nos muestra (Two-way ANOVA F (344, P value = 0.0509, seguido test Tukey's, P > 0,05),

(Figura 10b).

Por ultimo, con respecto a la MRO, se observo una menor exploracion del objeto cambiado
en comparacion a los objetos no cambiados para los grupos KO y HET (objetos E en figura
6, metodologia), no asi en el grupo WT. Sin embargo el analisis de comparacion multiple
nos muestra que la diferencia no fue significativa (Two-way ANOVA F (544), seguido test
Tukey's P > 0,05), (Figura 10c). Al comparar la exploracion del objeto cambiado en los
distintos grupos no observamos una discriminacién entre ellos, sin embargo si fue
observada en los objetos no cambiados entre los grupos HET y KO, tal como el analisis de
comparacion multiple nos muestra (Two-way ANOVA F (244, P = 0.0406, seguido test

Tukey's > 0,05), (Figura 10c).
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Figura 10. Tarea de reconocimiento de objetos. a) Etapa de familiarizacion. Los datos estan representados
como media + SEM. Two-way ANOVA F (46, P = 0.6962 seguido de Tukey's post-hoc test P < 0.05. b)
Memoria de reconocimiento de lugar. Los datos estan representados como media + SEM. Two-way ANOVA
F (242, P = 0.8594, seguido de Tukey's post-hoc test P < 0.05. ¢) Memoria de reconocimiento de objetos. Los
datos estan representados como media = SEM. Two-way ANOVA P, 44, seguido de Tukey's post-hoc test.

(*P < 0.05); (WT: n=10; HET: n=6 y KO: n=9).
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4.3 Laberinto de Barnes (BM)

Para evaluar el aprendizaje visuo-espacial a través de este paradigma conductual, se

midieron tres pardmetros; latencia primaria, latencia de escape y los errores primarios.
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4.3.1 Latencia Primaria

Al analizar el tiempo en que los animales detectan el agujero de escape en los cuatro triales
durante la etapa de adquisicion (dia 1 al 5), se observa una interaccion significativa entre
los grupos (Two-way ANOVA F (2365, P = 0.0015; Figura 11a). Asi mismo, al graficar el
area bajo la curva del aprendizaje (AuC), se observa una diferencia significativa entre los
grupos (One-way ANOVA F (225, P = 0.0260; Figura 11b). El grupo KO tuvo un peor
desempefio del aprendizaje en comparacion con los grupos WT y HET. El anélisis de
comparacion mdaltiple nos muestra una diferencia significativa del aprendizaje entre el

grupo KO y HET, no asi entre el grupo WT y KO (test Tukey's, P < 0.05; Figura 11b).

En la segunda etapa del aprendizaje; etapa reversion (dia 6 al 17), se observa una
interaccion significativa entre los grupos (Two-way ANOVA F (2379, P = 0.0113; Figura
11c). Al graficar el area bajo la curva del aprendizaje (AuC), se observa una diferencia
significativa entre los grupos (One-way ANOVA F (222, P = 0.0211; Figura 11d). El
analisis de comparacion multiple nos muestra una diferencia significativa del aprendizaje
entre los grupo WT/HET vy los grupos HET/KO, no asi entre los grupos WT/KO (test

Tukey's, P < 0.05; Figura 11d).
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Al analizar el tiempo en que los animales detectan el agujero de escape en los cuatro triales,
solo se observan diferencias significativas en los dias uno y dos (Anexo Figura 6 a, c y d).
Se observa sin embargo, que durante la etapa de adquisicion (dias 1 al 4), hay una
disminucion en los tiempos de reconocimiento del agujero de escape a medida que pasan
los dias incluyendo el dia 5 en el trial 1 para todos los grupos. Por otro lado, apreciamos un
aumento en el tiempo de reconocimiento del agujero de escape en el dia 6 (reversion) al
compararlo con el dia de prueba (dia 5) o el Gltimo dia de adquisicion (dia 4) previo al
cambio de posicién, consistente con el aprendizaje de una nueva ubicacién del agujero de
escape. Al igual que en la etapa de adquisicidn, observamos en la fase de reversion (dias 6
al 9) una disminucion en los tiempos de reconocimiento del agujero de escape a medida que

pasan los dias (Anexo Figura 6).

Especificamente, en el trial 1 no se observa una interaccién significativa entre los grupos.
Two-way ANOVA F231), P = 0.0506. En el analisis de comparacion multiple solo se
observo una diferencia significativa en el dia 1 y 2 entre el grupo KO y HET, no asi entre el

grupo WT y KO (test Tukey, P < 0.05; Anexo Figura 6a).

En el trial 2 no se observa una interaccion significativa entre los grupos (Two-way
ANOVA F 2170, P = 0.1174). En el analisis de comparacion multiple no se observan

diferencias significativas (test Tukey > 0.05; Anexo Figura 6b).

En el trial 3 se observa una interaccion significativa entre los grupos (Two-way ANOVA F

@171), P = 0.0332). En el analisis de comparacion maltiple solo se observo una diferencia
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muy significativa en el dia 1 entre los grupos WT/KO (test Tukey, P < 0.001) y HET/KO

(test Tukey, P < 0.0001; Anexo Figura 6c).

Finalmente en el trial 4 no se observa una interaccion significativa entre los grupos (Two-
way ANOVA F (2172, P = 0.2015). En el analisis de comparacion multiple se observo una
diferencia significativa en el dia 1 entre los grupos KO/WT (test Tukey, P < 0.05) y
KO/HET (test Tukey, P < 0.01; Anexo Figura 6d). Estos Gltimos resultados nos sugieren
que efectivamente hay un peor desemperio del aprendizaje del grupo KO y que las mayores

diferencias estan presentes en los dos primeros dias de la prueba.

47



Al comparar el primer dia de adquisicion con el dia de prueba (dia 5), se observa que los
tiempos para encontrar el agujero de escape disminuyen en todos los grupos (Figura 12a).
Se observa una interaccion muy significativa en los grupos (Two-way ANOVA F (143), P <
0.0001). El analisis de comparacion multiple arroja una diferencia significativa en el grupo

WT (test Sidak’s, P < 0.05) y muy significativa en el grupo KO (test Sidak's, P < 0.01).

Al comparar el dia de prueba (dia 5) con el primer dia de reversién (dia 6), se observa un
aumento de tiempo en los tres grupos (Figura 12b). Se observa una interaccion muy
significativa entre los grupos (Two-way ANOVA F (142, P < 0.0001). El analisis de
comparacion maltiple arroja una diferencia significativa en el grupo WT (test Sidak's, P <

0.05) y una diferencia muy significativa en el grupo KO (test Sidak's, P < 0.01).

Finalmente al comparar el primer dia de reversion (dia 6), con la prueba de reversion a
corto y largo plazo (dia 10 y 17), se aprecia una disminucion en los tiempos en todos los
grupos (Figura 12c). Se observa una interaccion muy significativa entre los grupos.
ANOVA F (259, P < 0.0001. El analisis de comparacion multiple entre los dias 6 y 10
arroja diferencias muy significativas en los grupos WT y KO (test Tukey's, P < 0.01) y
significativas en el grupo HET (test Tukey's, P < 0.05). En el caso de los dias 6 y 17 se ven
diferencias muy significativas en el grupo KO (test Tukey's, P <0.01) y significativa en el
grupo WT (test Tukey's, P <0.05). Estos resultados sugieren que existe un aprendizaje a
largo plazo en todos los genotipos tanto en la etapa de adquisicion como de reversion,

ademas que los grupos se dan cuenta del cambio de posicion del escape.
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Los tiempos empleados en la latencia primaria disminuyen al comparar los triales 1 y 4 en
todos los grupos (Figura 13 a, b y ¢). En el grupo WT se observa una interaccion muy
significativa entre los triales (Two-way ANOVA F 139, P < 0.0001). En el analisis de
comparacion multiple, se observan diferencias significativas en el dia 1 (P < 0,0001 test
Sidak's) y en el 6 (P < 0,01 test Sidak's; Figura 13a). En el grupo HET se observa una
interaccion muy significativa entre los triales (Two-way ANOVA F gy, P < 0.0001). Enel
analisis de comparacion multiple se observa una diferencia significativa solo en el dia 1 (P
< 0,05 test Sidak's; Figura 13b). Finalmente en el grupo KO se observa una interaccién muy
significativa entre los triales (Two-way ANOVA F 125, P < 0.0001). El analisis de
comparacion multiple se observa diferencias muy significativas en el dia 1 (P < 0,001) y
significativas en el 6 (P < 0,05 test Sidak's; Figura 13c). Estos resultados sugieren un
aprendizaje a corto plazo en todos los grupos y vemos un mejor desempefio a medida que

avanzan los dias en las etapas de adquisicion y reversion.
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HET: n=6 y KO: n=9).
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4.3.2 Latencia Escape

Al analizar el tiempo en que los animales escapan de la plataforma en los cuatro triales
durante la etapa de adquisicion (dia 1 al 5), se observa una interaccion significativa entre
los grupos (Two-way ANOVA F (2364), P < 0.0001; Figura 14a). Al graficar el area bajo la
curva del aprendizaje (AuC), se observa una diferencia significativa entre los grupos (One-
way ANOVA F 222, P = 0.006; Figura 14b). Tal como esperabamos, el grupo KO tuvo un
menor desempefio del aprendizaje en comparacion con los grupos WT y HET. El analisis
de comparacion multiple nos muestra una diferencia significativa del aprendizaje entre el
grupo KO/HET (test Tukey's, P < 0.01) y entre el grupo KO/WT (test Tukey's, P < 0.01),

no asi entre el grupo WT/HET (Figura 14b).

En la segunda etapa del aprendizaje; etapa reversion (dia 6 al 17), se observa una
interaccion significativa entre los grupos (Two-way ANOVA F (23g2), P < 0.001; Figura
14c). Al graficar el area bajo la curva del aprendizaje (AuC), se observa una diferencia
significativa entre los grupos (One-way ANOVA F (222, P = 0.0010; Figura 14d). El
analisis de comparacion multiple nos muestra una diferencia significativa del aprendizaje
entre el grupo WT/KO vy el grupo HET/KO (test Tukey's, P < 0.01), no asi entre el grupo

WT/HET (Figura 14d).
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A diferencia de la latencia primaria, que mide el tiempo en que encuentran el agujero de
escape, el parametro de latencia de escape mide el tiempo en que los animales
efectivamente escapan de la plataforma al ingresar al agujero. Al graficar este parametro en
los cuatro triales, se observan una gran diferencia en el grupo KO, el cual le tomd mas
tiempo para completar la prueba (Anexo Figura 7 a, b, ¢ y d). Se observa que durante la
etapa de adquisicion (dias 1 al 4), hay una disminucion en los tiempos de escape a medida
que pasan los dias incluyendo el dia 5 en el trial 1 para los grupo HET y WT. Sin embargo
en el caso del grupo KO, esta disminucion solo se dio en el trial 1, desde el dia 1 hasta el
dia 4 y aumento en el dia 5. En los triales 2, 3 y 4 se observo esta disminucién solo hasta el
dia 3 aumentando luego al el dia 4. Por otro lado, apreciamos en general un aumento en el
tiempo de reconocimiento del agujero de escape en el dia 6 (reversion) al compararlo con
el dia de prueba o el ultimo dia de adquisicion (dia 4), consistente con el aprendizaje de una
nueva ubicacion del agujero de escape. Al igual que en la etapa de adquisicion, observamos
en la fase de reversién (dias 6 al 9) una disminucion en los tiempos de escape a medida que
pasan los dias en los grupos HET y WT, no asi para el grupo KO, el cual mantiene tiempos
mas elevados y constantes que los demas grupos, confirmando su dificultad para esta
prueba. También se observa una disminucion general de los tiempos a medida que
transcurren los triales durante los dias sucesivos en los grupos HET y WT, pero no en el
caso del grupo KO (Anexo Figura 7). Esto indicaria que existe una memoria a corto plazo

que se veria afectada por el genotipo de SERT-KO.
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Especificamente en el trial 1 se observa una interaccion muy significativa entre los grupos
(Two-way ANOVA F (2233, P < 0.0001). En el analisis de comparacion multiple se
observo diferencias significativas en la mayoria de los dias entre los grupos KO/HET y

KO/WT (test Tukey, P < 0.05; Anexo Figura 7a).

En el trial 2 se observa una interaccion muy significativa entre los grupos (Two-way
ANOVA F (2172, P < 0.0001). En el analisis de comparacion multiple se observo
diferencias significativas en los dias 2, 8 y 9 entre los grupos KO/WT y el dia 9 entre los

grupos KO/HET (test Tukey, P < 0.05; Anexo Figura 7b).

En el trial 3 se observa una interacciobn muy significativa entre los grupos (Two-way
ANOVA F (2170, P < 0.0001). En el analisis de comparacion mdaltiple se observo
diferencias significativas en la mayoria de los dias entre los grupos KO/HET y KO/WT

(test Tukey, P < 0.05; Anexo Figura 7c).

En el trial 4 se observa una interaccibn muy significativa entre los grupos (Two-way
ANOVA F (2171, P < 0.0001). En el analisis de comparacion maltiple se observo
diferencias significativas en los dias 1, 2 y 7 entre los grupos KO/WT y el dia 7 y 8 entre
los grupos KO/HET (test Tukey, P < 0.05; Anexo Figura 7d). Estos ultimos resultados nos
confirman que efectivamente hay un peor desempefio del aprendizaje a largo plazo del

grupo KO.
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Al comparar el primer dia de adquisicion con el dia de prueba (dia 5), se observa que los
tiempos para escapar del agujero disminuyen en todos los grupos (Figura 15a). Se observa
un factor muy significativo entre los grupos (Two-way ANOVA F (143, P < 0.0001). El
analisis de comparacién multiple arroja una diferencia muy significativa en los grupos WT
y HET (test Sidak's, P < 0.0001) y KO (test Sidak's, P < 0.001). Esto confirmaria la
existencia de un aprendizaje a largo plazo en todos los grupos, independiente del genotipo

SERT.

Al comparar el dia de prueba con el primer dia de reversion se observa un aumento de
tiempo en los tres grupos, sin embargo se observa que el grupo KO este aumento fue muy
pequefio en comparacion con los demas grupos (Figura 15b). Se observa una diferencia
significativa entre los dias (Two-way ANOVA F (143), P = 0.0207). Esto indicaria que todos

los grupos se dan cuenta del cambio tipo espacial.

Finalmente al comparar el primer dia de reversion (dia 6), con el dia de prueba a largo
plazo (dia 10 y 17), se aprecia una disminucion en los tiempos en todos los grupos (Figura
15c). Se observan diferencias significativas entre los dias (Two-way ANOVA F (261), P =
0.0112). Sin embargo no se observan diferencias significativas en los grupos (Two-way
ANOVA F (260), P =0.0546; test Sidak's,). Cabe destacar que el grupo KO esta diferencia
fue menor que en los demés grupos. Estos resultados indicarian que hay un aprendizaje en

todos los grupos en la primera etapa de adquisicion, no asi en el aprendizaje de reversion.
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Los tiempos empleados en la latencia de escape disminuyen al comparar los triales 1 y 4 en
todos los grupos (Figura 16 a, b y ¢). En el grupo WT se observa una interaccion muy
significativa entre los triales (Two-way ANOVA F (1,137, P < 0.0001). En el analisis de
comparacion multiple, se observan diferencias significativas en el dia 1y 2 (P < 0,0001 test
Sidak's) y significativa en el dia 3y 6 (P < 0.05 test Sidak's; Figura 16a). En el grupo HET
se observa una interaccion significativa entre los triales (Two-way ANOVA Fg0), P =
0.0258). En el andlisis de comparacion multiple se observa una diferencia muy significativa
solo en el dia 1 (P < 0,001 test Sidak's; Figura 16b). Finalmente en el grupo KO se observa
una interaccion muy significativa entre los triales (Two-way ANOVA F 127), P = 0.0005).
Sin embargo, el analisis de comparacion multiple no muestra diferencias significativas en
los distintos dias (P > 0,05 test Sidak's; Figura 16c). Esto sugiere que no existiria un
aprendizaje a corto plazo en este genotipo. Como lo esperabamos existe una tendencia a un

mejor desempefio del grupo WT en esta prueba ya que aprenden mas rapido que sus pares.
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4.3.3 Errores primarios

Al analizar el nimero de errores que cometen los animales hasta antes de encontrar el
agujero de escape en los cuatro triales durante la etapa de adquisicién (dia 1 al 5), no se
observa una interaccion significativa entre los grupos (Two-way ANOVA F (235, P <
0.8872; Figura 17a). Al graficar el area bajo la curva del aprendizaje (AuC), no se observa
una diferencia significativa entre los grupos (One-way ANOVA F (2, P = 0.3233; Figura
17b). Si bien el grupo KO tuvo un menor desempefio del aprendizaje en comparacién con
los grupos WT y HET, el andlisis de comparacion multiple muestra que no existe una

diferencia significativa del aprendizaje (test Tukey's, P > 0.05; Figura 17b).

En la segunda etapa del aprendizaje; etapa de reversion (dia 6 al 17), no se observa una
interaccion significativa entre los grupos (Two-way ANOVA F (2381), P < 0.4141; Figura
17¢). Al graficar el area bajo la curva del aprendizaje (AuC), no se observa una diferencia
significativa entre los grupos (One-way ANOVA F (22, P = 0.7425; Figura 17d). Si bien el
grupo KO y HET tuvo un mejor desempefio del aprendizaje en comparacion con los grupos
WT, el analisis de comparacion multiple muestra que no existe una diferencia significativa
del aprendizaje (test Tukey's, P > 0.05; Figura 17d). Estos datos nos sugieren que no existe

una diferencia en el aprendizaje a largo entre los distintos grupos.
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(WT: n=10; HET: n=6 y KO: n=9).
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Al graficar la cantidad de errores que los animales cometen hasta antes de encontrar el
agujero de escape, solo se observan diferencias significativas el primer dia en el trial uno y
cuatro (Anexo Figura 8 a y d). Se observa que durante la etapa de adquisicion (dias 1 al 4),
hay una disminucién en la cantidad de errores a medida que pasan los dias incluyendo el
dia 5 en el trial 1 para todos los grupos. Por otro lado, apreciamos un aumento en el niUmero
de errores en el dia 6 (reversion) al compararlo con el dia de prueba o el Gltimo dia de
adquisicion (dia 4), consistente con el aprendizaje de una nueva ubicacion del agujero de
escape. Al igual que en la etapa de adquisicidn, observamos en la fase de reversion (dias 6
al 9) una disminucion en los errores a medida que pasan los dias. También se observa una
disminucion general de los errores a medida que aumentan los triales en los dias (Anexo

figura 8).

Especificamente en el trial 1 no se observa una interaccion significativa entre los grupos
(Two-way ANOVA F (2204), P = 0.4404). En el analisis de comparacion multiple solo se
observo una diferencia significativa en el dia 1 entre el grupo WT y KO (test Tukey, P <

0.01) y entre el grupo WT y HET (test Tukey, P < 0.05; Anexo Figura 8a).

En el trial 2 no se observa una interaccion significativa entre los grupos( Two-way
ANOVA F 2172, P = 0.5109). En el analisis de comparacion multiple no se observan

diferencias significativas (test Tukey > 0.05; Anexo Figura 8b).

En el trial 3 no se observa una interaccion significativa entre los grupos (Two-way
ANOVA F (2171), P = 0.6113). En el analisis de comparacion multiple no se observan

diferencias significativas (test Tukey > 0.05; Anexo Figura 8c).

62



Finalmente en el trial 4 no se observa una interaccion significativa entre los grupos (Two-
way ANOVA F (2169), P = 0.2939). En el analisis de comparacion multiple se observé una
diferencia significativa en el dia 1 entre los grupos WT/KO (test Tukey, P < 0.01) y
HET/KO (test Tukey, P < 0.05; Anexo Figura 8d). A diferencia de lo que esperabamos,
estos Ultimos resultados nos sugieren que no hay un peor desempefio del aprendizaje del

grupo KO y que las mayores diferencias solo estan presentes en el primer dia de la prueba.
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Al comparar el primer dia de adquisiciéon con el dia de prueba (dia 5), se observa que el
numero de errores disminuye en todos los grupos (Figura 18a). Se observa un factor muy
significativo en los grupos (Two-way ANOVA F (143, P < 0.0001). El analisis de
comparacion multiple arroja una diferencia muy significativa en el grupo WT (test Sidak’s,
P <0.001). Esto confirmaria la existencia de un aprendizaje a largo plazo en todos los

grupos, siendo mayor en el grupo WT.

Al comparar el dia de prueba con el primer dia de reversion se observa un aumento de
tiempo en los tres grupos (Figura 18b). Se observa un factor muy significativo entre los
grupos (Two-way ANOVA F (1 43), P < 0.0001). El analisis de comparacion maltiple arroja
una diferencia significativa en los grupos HET y KO (test Sidak's, P <0.05), no asi para el

grupo WT.

Finalmente al comparar el primer dia de reversion (dia 6), con la prueba de reversion a
largo plazo (dia 10 y 17), se aprecia una disminucion en los errores en todos los grupos
(Figura 18c). Se observa un factor muy significativo entre los grupos (ANOVA F 261y, P <
0.0001). EIl andlisis de comparacién maltiple entre los dias 6 y 10 arroja diferencias muy
significativas en el grupo WT (test Tukey's, P <0.01) y significativas en el grupo HET y
KO (test Tukey's, P < 0.05). En el caso de los dias 6 y 17 se ve una diferencia significativa
solo en el grupo HET (test Tukey's, P < 0.05). Estos resultados confirmarian que en el
aprendizaje de reversion a largo plazo no hay diferencias entre los grupos al comparar los
dias 6 y 10, sin embargo el grupo HET logré cometer menos errores que los demas grupos

al comparar los dias 6 y 17.
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Figura 18. Errores primarios. A) primer dia de adquisicion v/s dia de prueba. B) Dia de prueba v/s primer dia
reversién. c) primer dia de prueba etapa reversion v/s MLP dia 10 y 17. Los datos estan representados como
media = SEM Two-way ANOVA F (43 grafico Ay B; y F (261 grafico C, seguido de test Sidak's C post-hoc
test grafico A y B y Tukey's grafico C post-hoc test. (*P < 0.05; **P< 0.01). (WT: n=10; HET: n=6 y KO:

n=9).
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La cantidad de errores primarios disminuyen al comparar los triales 1 y 4 en todos los
grupos (Figura 19 a, b y c¢). En el grupo WT se observa una interaccion muy significativa
entre los triales (Two-way ANOVA F 136, P < 0.0001). En el andlisis de comparacion
multiple, se observan diferencias muy significativas en el dia 1 (P < 0.0001) y 6 (P < 0,05
test Sidak's; Figura 19a). En el grupo HET se observa un factor significativo entre los
triales (Two-way ANOVA F1g0, P = 0.0263). En el analisis de comparacion maltiple no
se observan diferencias significativas entre los grupos (P > 0,05 test Sidak's; Figura 19b).
Finalmente en el grupo KO se observa un factor muy significativo entre los triales (Two-
way ANOVA Fq 124, P < 0.0001). EI analisis de comparacion multiple se observa una
diferencia muy significativa en el dia 6 (P < 0,01 test Sidak’s; Figura 19c). Al igual que en
el parametro de latencia primaria, estos resultados sugieren un aprendizaje a corto plazo en
todos los grupos y vemos un mejor desempefio a medida que avanzan los dias en las etapas

de adquisicion y reversion.
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Figura 19. Errores primarios 1 y 4. A) Grupo KO. B) grupo HET. C) Grupo WT. Los datos estan

representados como media + SEM Two-way ANOVA F (3137 gréafico A; F g grafico B y Fy 124y gréfico C,

seguido de test Sidak's post-hoc test. (*P < 0.05; **P < 0.01; ****P < 0.0001). (WT: n=10, HET: n=6 y KO:

n=9).
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5. DISCUSION

5.1 Tarea campo Abierto (Open field)

La disminucion de la actividad locomotora en los ratones SERT KO se ha descrito en
varios trabajos. Un estudio reportdé que la actividad motora disminuye en ratones KO
hembra (Kallueff et al., 2006). Otro estudio mostré que animales con mayores niveles de
ansiedad en ambientes nuevos, manifiestan una reduccion en la locomocion exploratoria
(Holmes et al., 2001). Finalmente ratones SERT KO mostraron significativamente menos
actividad exploratoria en comparacién a ratones WT en un campo abierto iluminado
(Holmes et al., 2001). Al igual que en estos trabajos, en la presente tesis observamos el
efecto del genotipo sobre la distancia recorrida a través de los grupos experimentales. El
andlisis de comparacion multiple nos indica que el grupo KO recorri6 una distancia
significativamente menor al grupo WT (Figura 8). Estos resultados confirman que la
actividad locomotora en ratones machos deficientes de SERT est4 disminuida. Por otro
lado, el tiempo y frecuencia que los ratones pasan en el centro esta relacionado con el nivel
de ansiedad de los animales. En la prueba de laberinto en cruz hay una tendencia de
aumento en la ansiedad, ya que los ratones adultos pasan menos cantidad de tiempo en los
brazos abiertos que sus pares homologos jovenes (Sakabibara et al., 2014). Lo mismo
sucede en el campo abierto donde ratones adultos pasan menos tiempo en la zona central en
tareas de aprendizaje (Sakabibara et al., 2014). EI campo abierto existen dos areas; una
central que es desprotegida y el animal esta expuesto y un area protegida (las periferia) en
donde se siente mas seguro. Por lo tanto los ratones SERT KO al ser mas ansiosos evitan

estar expuestos en ambientes desprotegidos (centro) y por lo tanto pasaran mas tiempo en
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las areas periféricas. Del mismo modo, ratones tratados con corticoides desarrollan un
fenotipo similar a la ansiedad en el ensayo de campo abierto, disminuyendo el tiempo que
pasan en el centro de la arena (Darcet et al., 2014). Tal como se describen en estos trabajos,
el tiempo de permanencia de los animales en el centro de la arena disminuye en el grupo
KO en comparacién a los grupos HET y WT. Sin embargo, el analisis de comparacion
maultiple nos muestra que esta diferencia no fue significativa entre los distintos grupos
(Figura 9). No obstante, estos resultados sugieren que en nuestras condiciones la ausencia
total de SERT induce conductas tipo-ansiosas. Estos resultados se debieron quizas a que en
nuestro protocolo utilizamos luz roja con una intensidad muy baja la cual quizas favorecid
la no adversidad de la plataforma expuesta. Revisando algunos trabajos vemos que se
describe en los protocolos de Oliver 2009, quien describe el uso de luz blanca tenue y el los
protocolos de Vongel-Ciernia, et al. 2014, que sugieren el uso de luz blanca con

intensidades en el campo abierto entre 45 a 48 lux.
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5.2 Tarea de reconocimiento de objetos (NOR)

Hay un solo estudio de NOR realizado en ratones SERT hembras adultos (Kalueff et al.,
2007). Estos autores encontraron diferencias significativas entre los genotipos y un
aumento de la neofobia (menor numero de enfoques) en los ratones SERT KO en
comparacion con los ratones WT en la prueba NOR durante 3 minutos. Considerando que
SERT KO es un ratdn susceptible a estrés y dado la ausencia de tiempo en habituacion, los
efectos observados en el grupo KO podrian ser consecuencia en parte a una condicién de
estrés asociado a la exposicion de los objetos. Ademas, quisimos complementar este trabajo
evaluando también la memoria de reconocimiento de lugar (MRL). Nuestros resultados en
la primera etapa de la prueba, etapa de familiarizacion, muestran una tendencia a la menor
exploracién de objetos en el grupo KO en comparacion a los grupos HET y WT durante los
tres triales (Fig. 10a). No obstante, el analisis de comparacion mdltiple nos muestra una
diferencia significativa en el trial 3 entre el grupo KO y HET, la cual no fue significativa
con respecto al grupo WT. Cabe mencionar que los tiempos de exploracion para todos los
grupos fueron bajos en comparacion a lo reportado por otros autores (Uekita et al., 2011;
Arias- Cavieres et al., 2017). Observamos que hay una tendencia a una menor exploracion
del objeto B en todos los grupos, sin embargo estas no son diferencias significativas
(Anexo Figura 3). Contrario a lo esperado, en la segunda etapa de prueba, el caso de la
MRL, se observé una tendencia a una menor exploracion de los objetos movidos en
comparacion a los objetos no movidos para todos los grupos experimentales (Figura 10b).
Los objetos movidos fueron el B/C y los familiares (no movidos), el A/D (Figura 6

Metodologia). Sin embargo, no observamos una discriminacion entre objetos movidos
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versus no movidos (Figura 10b). Interesantemente, al igual que en la etapa de
familiarizacion, observamos que el grupo KO presentd la menor exploracion de objetos
comparado a los otros grupos. Esto esta en concordancia con la neofobia descrita para este
modelo animal por Kalueff y cols (2006). Sin embargo, al comparar la exploracién de los
objetos movidos y no movidos en los distintos grupos no observamos una discriminacion
entre ellos (Figura 10b). Esto indicaria que ningln grupo presenta una tendencia a la
exploracién. Cabe destacar que en todos los grupos el mayor tiempo de exploracion se
realizd en el objeto A (Anexo Figura 2). Por otro lado, al comparar la exploracion por
grupo observamos que existe una diferencia significativa en el grupo HET, entre el objeto

familiar A y el objeto movido B (Anexo Figura 4).

Por ultimo, con respecto a la MRO, se observé una menor exploracion del objeto cambiado
en comparacion a los objetos no cambiados para los grupos KO y HET (Figura 10c), no asi
en el grupo WT. El objeto cambiado en este caso fue el A por el E (Figura 6 Metodologia).
Este resultado concuerda con los obtenidos para este aprendizaje en los trabajos de Kalueff
et al., 2007 y Oliver et al., 2008), sin embargo el andlisis de comparacion multiple nos
muestra que la diferencia no fue significativa (Figura 10c). Al comparar la exploracion del
objeto cambiado en los distintos grupos no observamos una discriminacion entre ellos, sin
embargo si la observamos en los objetos no cambiados entre los grupos HET y KO (Figura
10c). Esto indicaria que solo el grupo HET presenta una mayor tendencia a la exploracion
para los objetos no cambiados. Cabe mencionar que no existe una tendencia a la

exploracién por algin objeto en particular (Anexo Figura 3). Y al comparar la exploracion
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por grupo observamos que no existe una diferencia significativa entre ellos (Anexo Figura
5).

En resumen, estos resultados indicarian que todos los grupos presentarian dificultades en el
reconocimiento de tipo espacial, esto quizas debido a que esta prueba presenta una mayor
carga cognitiva con respecto al reconocimiento de objetos (Uekita y Okanoya, 2011). Cabe
destacar, que en el caso de MRO, el grupo WT muestra una tendencia a explorar mas el
objeto nuevo, sin embargo, tanto el grupo HET como KO muestran la tendencia contraria,

esto es, presentan una mayor preferencia por el objeto familiar (Figura 10c).

Por lo tanto, se concluye que el protocolo de NOR utilizado en esta tesis, consistente en el
incremento a 4 objetos en la arena experimental, no es Gtil para evaluar aspectos cognitivos
en este modelo deficiente de SERT, al menos en las condiciones experimentales utilizadas

en este estudio.
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5.3 Laberinto de Barnes

La memoria de referencia espacial, ha sido evaluada usando un paradigma clasico que
aprovecha la preferencia natural de los roedores para evitar superficies abiertas y muy
iluminadas en la prueba de Barnes Maze. Esta prueba tiene la ventaja de no necesitar de
estimulos aversivos adicionales que podrian causar estrés o desesperanza en los animales
(Schulz et al, 2007). Un estudio realizado en memoria espacial, indica que el desempefio de
ratones SERT KO es menor en la latencia para encontrar la plataforma de escape en
comparacion con los SERT HET y ratones WT, en la prueba espacial de water maze
(MWM) (Karaberg et al., 2013). Esto indicaria que el genotipo SERT KO presentaria una
dificultad en la memoria tipo espacial para esta prueba. Estos mismos autores realizaron la
prueba de BM, no observando diferencias entre los grupos, sin embargo en la prueba,
utilizaron poca intensidad luminica como refuerzo, lo que pudo ocasionar la no aversion
por este tipo de estimulo. Considerando estos antecedentes, nosotros aumentamos la
intensidad luminica de 200 a 600 Ix para asegurarnos que este estimulo sea lo
suficientemente aversivo. Ademés de aumentar el nimero a cuatro triales para asi reforzar
el aprendizaje de tipo espacial (Sunyer et al., 2007). Adicionalmente, otro grupo de trabajo
realizd pruebas en MWM y BM, las cuales sugieren un deterioro del aprendizaje espacial
en ratones tratados con corticoides. Ademas, el uso de corticoides desarrollé un fenotipo
similar a la ansiedad y tipo depresivo lo cual se vio reflejado en la disminucién del tiempo
en el centro en la prueba de campo abierto (Darcet et al., 2014). En estas pruebas también
se puede evaluar la flexibilidad cognitiva utilizando el paradigma de aprendizaje por

reversion (lzquierdo et al., 2016), aunque en el caso de Karaberg y colaboradores no
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midieron flexibilidad cognitiva. Finalmente, existe un solo trabajo que miden flexibilidad
cognitiva en ratones SERT, pero que utilizan otro paradigma de aprendizaje que no es igual
al BM, pero se acercaria al aprendizaje que deseamos estudiar (el aprendizaje instrumental
por discriminacion visual), (Brigman et al., 2010). En estos resultados observaron mejoras
en la flexibilidad cognitiva del ratdbn SERT KO respecto a animales controles. Finalmente,
a diferencia de los estudios previos, usamos el cuadrante opuesto para evaluar la memoria
de reversion, y asi asegurarnos de que el cambio de posicién sea el mas evidente que elegir
una posicion en el laberinto al azar. También utilizamos en las evaluaciones del aprendizaje
(dia 5, 10 y 17) un solo trial y no 4 como el resto de los dias para ver el aprendizaje en
ausencia de refuerzos y compararlos con el dia siguiente de reversion, donde nuevamente se

someten a una fase de aprendizaje con refuerzo para asi asegurar que ocurra el aprendizaje.

En cuanto a la robustez de nuestros resultados, observamos que, a diferencia de lo
reportado por Karaberg et al., 2007, si existen diferencias entre los grupos. En general
observamos que en dos de los tres parametros evaluados, durante la etapa de adquisicion,
hubo un mejor rendimiento de los grupos WT, HET en comparacién al KO (Figura 11b y
14b). Cabe destacar que el grupo HET tuvo el mejor rendimiento en los tres pardmetros
(Figura 11b, 14b y 17b). En el caso de la etapa de reversion, y a diferencia de lo reportado
por Brigman et al., 2010, se observo un mejor rendimiento del grupo HET en los tres
parametros (Figura 11d, 14d y 17d). Obtuvimos diferencias significativas en la latencia
primaria entre los grupos WT/HET y HET/KO (Figura 11d) y una diferencia muy
significativa en la latencia de escape entre los grupos WT/KO y HET/KO (Figura 14d). En

el caso del grupo KO observamos una tendencia a un mejor rendimiento en el aprendizaje
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de reversion en los parametros de latencia y errores primarios, no asi en la latencia de
escape, resultados que se acercan a lo reportado por Brigman et al., 2010. Los analisis

especificos en los tres pardmetros son los siguientes:
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5.3.1 Latencia primaria

En este parametro, y a diferencia de lo reportado por Karaberg et al., 2007, observamos que
en la etapa de adquisicion (dias 1 al 4) hubo un mejor rendimiento de los grupos WT y
HET, observandose diferencias significativas entre los genotipos HET y KO (Figura 11b).
El mayor rendimiento del grupo WT era el esperado, ya que la pérdida completa de la
expresion de SERT conduce a un 60-80% de disminucion en 5-HT en estas regiones del
cerebro (Bengel et al., 1998). También sabemos que 5-HT sirve como un factor
neurotréfico durante el desarrollo temprano (Buznikov et al., 2001), por lo tanto, la
interrupcion de la funcion SERT produce un aumento de las concentraciones extracelulares
de 5-HT y podria afectar el desarrollo de numerosos sistemas, lo que resulta en cambios
adaptativos en el sistema serotoninérgico. Como estas regiones son importantes en la
memoria y el aprendizaje, estas estarian afectando el rendimiento en los genotipos SERT
KO durante la prueba. Sin embargo el mejor rendimiento del grupo HET no fue el esperado
debido a que la inactivacion de una copia del gen SERT (HET), no tiene efecto sobre el
contenido total de 5-HT en el tejido en la corteza frontal, el hipocampo, el cuerpo estriado,
el tronco encefélico y el hipotalamo (Bengel et al., 1998). Por lo tanto se esperaba un
rendimiento similar al grupo WT. Estos resultados quizas se deban a la diferencia en el
numero de animales, en el cual el genotipo HET so6lo tenia un n=6 en comparacion a los

genotipos n=9 KO y n=10 WT.

En el caso de la etapa de reversion (dias 6 al 9), observamos un mejor rendimiento del
grupo HET (Figura 11c y d) y diferencias significativas entre los grupos WT/HET y

HET/KO), (Figura 11d). Ademas, tanto en la etapa de adquisicion como la etapa de

76



reversion, observamos una disminucion en los tiempos de reconocimiento del agujero de
escape a medida que pasan los dias en todos los triales (Anexo Figura 6a, b, ¢ y d). Esto se
confirma al comparar el primer dia de adquisicion con el dia de prueba (dia 5), donde se
observa que los tiempos para encontrar el agujero de escape disminuyen en todos los
grupos obteniéndose diferencias significativas en el genotipo WT y muy significativa en el
grupo KO (Figura 12a). No obstante aunque esta no fue significativa en el grupo HET,
observamos un mejor rendimiento ya que los tiempos son menores al compararlo con los
demas grupos al aprender la ubicacion del escape. Al comparar el primer dia de reversion
(dia 6), con la prueba de reversion a largo plazo (dia 10), se aprecia una disminucion en los
tiempos en todos los grupos, obteniendo diferencias significativas en el grupo HET y muy
significativas en los grupos WT y KO (Figura 12c). Por otro lado al comparar el dia de
prueba con la reversion al dia 17, se ven diferencias significativas en el grupo WT y muy
significativa en el grupo KO, no asi en el grupo HET. (Figura 12c). Estos primeros
resultados indicarian que existe un aprendizaje tipo espacial y una memoria a largo plazo en
la etapa de adquisicién que se veria influenciada por el genotipo SERT, donde este
presentaria un menor desempefio que los genotipos HET y WT. En el caso de la etapa de
reversion, también existiria aprendizaje a largo plazo, pero a diferencia de lo esperado,
observamos un menor desempefio de los genotipos KO/WT en comparacion al grupo
HET. Sin embargo al comparar el desempefio del grupo KO con el WT observamos que
este fue similar lo que nos sugiere que la flexibilidad no se ve afectada en este parametro.
Estos resultados son similares a los obtenidos por Homberg et al., 2007c, que concluyen
que el comportamiento de la flexibilidad no se ve afectada en ratas SERT. La corteza

orbitofrontal (COF) es importante para el aprendizaje de reversion y se ha demostrado que
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esta estructura se correlacionan con deficiencias en este tipo de aprendizaje. (Boulougouris
et al., 2007). Es posible que por los cambios en los niveles intra y extracelulares de 5-HT y
modificaciones en sus receptores contribuyan a facilitar el aprendizaje de reversion. Se
esperaba que el aumento de los niveles extracelulares de 5-HT en la COF en ratas SERT
KO, se correlacionaran con una mejora en el aprendizaje de reversion, sin embargo no se
observaron diferencias de genotipo (Homberg et al., 2007c). Por otro lado, al comparar el
aprendizaje en la etapa de adquisicion entre grupos para cada trial, esperabamos obtener un
mayor tiempo en los grupos KO y HET durante toda la prueba, sin embargo, solo
observamos diferencias significativas en los 2 primeros dias en este parametro evaluado
(Anexo Figura 6 a, ¢ y d). Estos resultados nos indicarian que son en estos dias donde
existen las mayores diferencias en los aprendizajes del genotipo SERT. También se observa
una disminucion general de los tiempos a medida que aumentan los triales en los dias
(Anexo Figura 6a, b, c y d), esto indicaria que existe una memoria a corto plazo que esta
presente indiferente al genotipo de SERT. Para confirmar estos resultados comparamos el
rendimiento del trial uno con el trial cuatro durante las pruebas, donde se esperaba un mejor
rendimiento en el grupo WT en comparacion a los grupos HET y KO. En todos los grupos
se observo una interaccion muy significativa entre los triales (Figura 13 a, b y c). Era
esperable que las mayores diferencias las observamos el primer dia en las fases de
adquisicion y reversion del aprendizaje debido a que es la primera intervencion para ubicar
el agujero de escape en un lugar determinado. Tal como se esperaba, el grupo WT obtuvo
mejor rendimiento que los grupos HET y KO debido a que le toma menos tiempo y menos

triales que el resto de los grupos para aprender la ubicacién del escape (Figura 13a).
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5.3.2 Latencia de escape

En cuanto al pardmetro de latencia de escape, el cudl no estaba reportada en otros trabajos
similares, se observa una gran diferencia en el grupo KO, el cual le tom6 més tiempo para
completar la prueba (Figura 14a y c; fig. 16a, b, ¢ y d). Observamos diferencias muy
significativas entre los grupos WT/KO y HET/KO, tanto en la etapa de adquisicién como
de reversion (Figura 14b y d). Se observa que durante la etapa de adquisicion y la reversion,
hay una disminucion en los tiempos de escape en los grupos HET y WT, pero en el caso del
grupo KO, esta disminucion no fue constante y en algunos dias fue aumentando,
confirmando su dificultad para esta prueba (Figura 14 a y c; Anexo Figura 7 a, b, c y d).
Esto indicaria que para este parametro, existe una dificultad en el escape para el grupo KO
teniendo un menor desempefio del aprendizaje a largo plazo, en comparacion a los grupos
HET y WT. Al comparar el primer dia de adquisicion con el dia de prueba (dia 5), se
observan diferencias muy significativas en todos los grupos, pero con una menor diferencia
en los tiempos en el grupo KO, confirmando un menor aprendizaje para el genotipo SERT
(Figura 15a). En el caso del aprendizaje de reversién hay una tendencia a un peor
desempefio del grupo KO, donde se observan una menor diferencia entre el primer dia de
reversion (dia 6) con los dias de prueba (10 y 17), ademas de ejecutar la prueba en un
mayor tiempo que los demas grupos (Figura 15c). Confirmando nuevamente su dificultad
en comparacion a los demas grupos para este pardmetro. Por otro lado, las diferencias
significativas observadas en los distintos triales, nos indican que las mayores diferencias en
los aprendizajes en el genotipo SERT, estarian presentes en la mayoria de los dias durante

la etapa de adquisicion, reversion y pruebas respectivamente (Anexo Figura 7 a, b c y d).
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También se observa una disminucion general de los tiempos a medida que aumentan los
triales en los dias en los grupos HET y WT, pero en el caso del grupo KO esta fue menor al
compararla con los demaés grupos (Anexo Figura 7a, b, ¢ y d). Esto indicaria que existe una
memoria a corto plazo que se veria afectada por el genotipo de SERT, no asi para los
grupos WT y HET. Estos resultados se confirman al comparar los triales 1 y 4, donde no se
observan diferencias significativas en los distintos dias, ademas de no disminuir en forma
constante los tiempos de los triales (Figura 16c). Cabe destacar que el grupo HET obtuvo el
mejor rendimiento debido a que le toma menos tiempo y menos triales que el resto de los
grupos para aprender la ubicacion del escape (Figura 16b). En el caso del grupo KO se
observan dificultades en la reversion del aprendizaje, debido a que la curva del tiempo no
disminuye significativamente (Figura 16c). Por ultimo, tal como esperariamos todos los
grupos disminuyeron su tiempo al trial 4, no obstante el grupo KO aun demora mas tiempo
en encontrar la plataforma de escape que los otros grupos. (Figura 16c¢). Cabe destacar que
esta prueba requiere que el animal pase de la plataforma a una caja de escape ubicada por
debajo del agujero de escape. Para ello el animal debe realizar varios movimientos que
involucran partes como la cola y las extremidades. Notamos que durante las pruebas el
genotipo KO tenia dificultades para realizar estos movimientos al momento de salir de la
plataforma, pese a que se le facilito este escape agregando un plano inclinado en la caja.
Esto es congruente con lo reportado por Kallueff et al., 2007 que reportdé que la actividad
motora disminuye en ratones KO hembra y Holmes y Wellman, 2009 que mostré que
animales con mayores niveles de ansiedad en ambientes nuevos, manifiestan una reduccion
en la locomocion exploratoria. Otro factor que quizas esté involucrado es el temor o estres

que pudiesen sentir los animales al ingresar a la caja producto del genotipo reportado.
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5.3.3 Errores primarios

En cuanto al Gltimo parametro evaluado, observamos que si bien hay una tendencia a un
mejor desempefio del grupo HET y un menor desempefio en el genotipo KO, en la etapa de
adquisicién, no hay diferencias significativas entre los grupos (Figura 17b). Lo mismo se
observa en la etapa de reversién donde todos los grupos presentan un numero similar de
errores primarios y una tendencia a un mejor desempefio del grupo HET (Figura 17d).
También se observa una disminucion en todos los genotipos, en la cantidad de errores hasta
antes de encontrar del agujero de escape a medida que pasan los dias en todos los triales.
(Anexo Figura 8a, b, ¢ y d). Interesantemente, solo se observé una diferencia muy
significativa en el grupo WT el cual disminuy6 el nimero de visitas a otros agujeros al
quinto dia de la prueba (Figura 8a). Sin embargo cabe notar que tanto el grupo KO como
HET mostraron un menor nidmero de errores durante el primer dia, lo que sugiere una
menor exploracion. Estos resultados indicarian que para este test existe un aprendizaje de
tipo espacial y una memoria a largo plazo en todos los grupos no siendo afectado el
genotipo SERT. También se observa una disminucién general de los tiempos a medida que
aumentan los triales en los dias (Anexo figura 8a, b, ¢ y d). Esto indicaria que existe una
memoria a corto plazo que esta presente indiferente al genotipo de SERT. Al comparar el
trial 1 con el 4 en los distintos grupos, se confirmaria que, durante los dias de adquisicion,
todos los grupos presentan una memoria espacial a corto plazo del aprendizaje, no
afectando el genotipo SERT para este parametro (Figura 19a, b y c). Por ultimo las
diferencias significativas observadas en los distintos triales, nos indicarian que las mayores

diferencias en los aprendizajes del genotipo SERT estarian presentes en el primer dia en
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éste parametro evaluado y solo e los triales 1 y 4 (Anexo Figura 8a y d). En el caso de la
etapa de reversion al igual que en la etapa de adquisicion vemos una disminucion en el
numero de errores en todos los grupos (Anexo Figura 8a, b, ¢ y d). Al comparar el
rendimiento del dia 6 con el dia 10, observamos diferencias significativas en el grupo HET
y KO y muy significativas en el grupo WT (Figura 18c). También al comparar el dia 6 con
el 17 observamos disminucion en los errores en todos los grupos, sin embargo solo el grupo
HET presento diferencias significativas. Estos resultados indicarian que todos los grupos
presentan un aprendizaje de reversion siendo el grupo HET el que presentd un mejor
desempefio. En cuanto a la etapa de reversion, todos los grupos presentan una flexibilidad
cognitiva a corto plazo, debido a la disminucion en el nimero de errores cometido. Cabe
destacar que al grupo KO le toma un poco més de tiempo que el resto de los grupos para
aprender la ubicacion (mas triales o mas dias que el resto), (Figura 19c). Esto podria indicar

que este genotipo presenta un menor desempefio en la memoria a corto plazo.

Finalmente, si comparamos el rendimiento de la fase de reversion con la fase de
adquisicién, evidenciamos mejoras en el aprendizaje en todas las mediciones, ya que los
animales cometieron menos errores y tardaron menos tiempo en encontrar y escapar del
agujero. Este resultado debido posiblemente a los recuerdos y aprendizajes obtenidos en la

adquisicion que permitid mejorara el aprendizaje en la segunda etapa de reversion.
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6. CONCLUSIONES

Confirmamos la disminucién de la actividad locomotora en ratones deficientes de

SERT.

En las condiciones de nuestras pruebas, los ratones deficientes de SERT,
presentarian una tendencia a evitar las zonas expuestas o desprotegidas, sugiriendo
que este genotipo induce conductas tipo ansiosas, esto quizas por la no utilizacion

de luz blanca tenue.

Con las modificaciones del protocolo en NOR no fue posible medir el aprendizaje
debido a que no se cumplié el paradigma. No existiria una tendencia a la
exploracion en los ratones SERT al cambiar de lugar o al cambiar el tipo de objeto

en ningun genotipo.

En la latencia primaria, el genotipo SERT KO no presentaria dificultades en la etapa
de adquisicién del aprendizaje a corto y largo plazo. En la etapa de reversion, no

observamos diferencias en la flexibilidad cognitiva.

En la latencia de escape el genotipo SERT KO presentaria dificultades en el
aprendizaje a corto y largo plazo, asi como también en el aprendizaje de reversion,
esto debido quizas a los problemas motrices al momento de escapar en la

plataforma, lo que no se ve en los grupos WT y HET.

En los errores primarios, no hay diferencias del aprendizaje a largo plazo en la etapa

de adquisicion y reversion del aprendizaje en el genotipo SERT. Todos los grupos
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presentan un rendimiento similar en la memoria espacial a corto plazo, pero el
grupo KO podria presentar un menor desempefio en este tipo de memoria porque

necesitaria més triales y dias que los genotipos WT y HET.
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8. ANEXOS

Mecanismo de

Receptor - Potencial Localizacion Cambios en KO Funcién
transduccion
1A J AMPc Inhibitorio | Corteza cerebral, Reduccién y La activacién deteriora el aprendizaje
hipocampo, amigdala, desensibilizacion de y la memoria. Asociaciones de
nacleos del rafe, receptores en ubicacién de objetos.
ganglios basales y en el | hipotadlamo, amigdala, Usado para alteraciones de la
talamo. septum y el rafe dorsal. | memoria (agonista, antagonista vy
parcialmente).
Mejora la memoria episédica en el
reconocimiento de objetos.
Memoria de reversion.
1B 4 AMPc Excitatorio | Corteza frontal, Se reduce su densidad Automoldeamiento durante la
ganglios basales en sustancia nigra sin consolidacion de la memoria en una
,estriado y el disminuir la proteina G | tarea pavloviano e instrumentales de
hipocampo. asociada. aprendizaje.
1D 4 AMPc Excitatorio
1E 4 AMPc Excitatorio Memoria.
1F 4 AMPc Excitatorio | La corteza, el Memoria.
hipocampo y el RN.
2A MP3y DAG Excitatorio | Mayoria del cerebro Se ven reducidos en el | Podrian estar implicados en la
striatum y clastrum formacion memoria, probablemente
ademas del septum e mediando un efecto supresor o de
hipotalamo. No hay accion.
problemas de densidad | Recuperacion de la memoria de
en la corteza. reconocimiento de objetos.
2B TIP3y DAG Excitatorio Podrian estar implicados en la
formacion memoria, probablemente
mediando un efecto supresor o de
accion.
2C MP3y DAG Excitatorio | Plexo coroides,
amigdala, nucleo
abenular lateral,
talamo.
3 Despolarizacion | Excitatorio | El hipocampo, laCEy | Ladensidad de Aprendizaje y memoria
membrana P. la corteza frontal y receptores 5-HT3 es
(ionotrdpicos) sistema nervioso mayor en la corteza
entérico. frontal, corteza parietal
e Hipocampo CA3
4 ™ AMPc Excitatorio Facilita la memoria en tareas de
memoria.
5A 4 AMPc Inhibitorio
5B 4 AMPc Inhibitorio
6 ™ AMPc Excitatorio
7 ™ AMPc Excitatorio Memoria contextual y consolidacién

aprendizaje. Memoria de reversion

Fig. 1. Tabla principales subtipos de receptores de 5-HT. (Kalueff y LaPorte, 2010), (Meneses, 2015) y (

Bekinschtein et al., 2013)
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Figura 2. Objetos utilizados para la prueba de reconocimiento de objetos nuevos (NOR). (A) una piramide de
marmol color marfil de 4 cm largo, 4 cm ancho y 4 cm alto; (B) una manzana pléstica color verde de 4 cm de
didmetro y 4 cm de alto; (C) una caja plastica rellena con arena de 3 cm de largo, 2cm de ancho y 5 cm de
alto; (D) un cilindro de vidrio bicolor (negro con naranjo) de 3 cm de didmetro y 7 cm de alto; (E) un tornillo

metalico plateado de 2,5 cm de didmetro y 6 cm de alto.
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Figura 3. Etapa de familiarizacion. Los datos estan representados como media £+ SEM (Two-way ANOVA F

(.83) seguido de Tukey's post-hoc test. (P > 0.05); (HET: n=6; KO: n=9; WT: n=10).
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Figura 4. Memoria de reconocimiento de lugar (MRL). Los datos estan representados como media + SEM

(Two-way ANOVA F (384), Seguido de Tukey's post-hoc test. (p = 0.0205); (HET: n=6; KO: n=9; WT: n=10).
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Figura 5. Memoria de reconocimiento de objetos (MRO). Los datos estan representados como media + SEM

(Two-way ANOVA F (554, seguido de Tukey's post-hoc test. (p = 0.0719); (HET: n=6; KO: n=9; WT: n=10).
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Fig. 6. Latencia primaria. A) Trial 1. B) Trial 2. C) Trial 3. D) Trial 4. Los datos estan representados como

media £ SEM. Two-way ANOVA F .31y gréafico A; F (170) gréfico B; F 2171y gréafico C; F (172 grafico D,

seguido de Tukey's post-hoc test. (*P < 0.05; **P< 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001); (HET: n=6; KO:

n=9; WT: n=10). Simbologia * relacion HET/KO; ¥ relacién WT/KO.
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Figura 7. Latencia escape. A) Trial 1. B) Trial 2. C) trial 3. D) Trial 4. Los datos estan representados como

media + SEM. Two-way ANOVA F ;233 gréfico A; F(;175 gréfico B; F(179) gréafico C y Fz170) gréfico D,

seguido de Tukey's post-hoc test. (*P < 0.05; **P < 0.01); (WT: n=10; HET: n=6 y KO: n=9). Simbologia ¥

relacion KO/WT; * relacion KO/HET.
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Figura 8. Errores primarios. A) Trial 1. B) Trial 2. C) trial 3. D) Trial 4. Los datos estan representados como

media £ SEM. Two-way ANOVA F (2 22q) grafico A; F (2172 grafico B; F (2,171 grafico C; F (2,169) grafico

D, seguido de Tukey's post-hoc test. (*P < 0.05; **P < 0.01); (WT: n=10, HET: n=6 y KO: n=9). Simbologia

* relacion KO/HET ; ¥ relacién KO/WT.
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