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RESUMEN

El control del movimiento se ha relacionado principalmente con la actividad de los circuitos
cortico-estriatales-taldmicos. Alteraciones en los patrones de actividad de estos nucleos se
asocian a deficiencias en la capacidad de los individuos para iniciar, ejecutar y transitar
entre programas motores secuenciales. Las compulsiones son un ejemplo de alteraciones
en el control de conductas motoras y son definidas como una serie de acciones que el
individuo repite de manera estereotipada a pesar de las consecuencias negativas. Estas
sSon un rasgo caracteristico de pacientes diagnosticados con trastorno obsesivo compulsivo
(OCD). Para el estudio de este fendbmeno se ha propuesto al ratbn Sapap3 KO que
presenta conductas de acicalamiento compulsivo y respuesta a farmacos utilizados en la
terapéutica del OCD.

Estudios previos en el modelo de compulsiones Sapap3 KO han sugerido que detras de la
generacion de complejas secuencias de movimientos repetitivas se encuentran
alteraciones en la actividad cortico-estriatal. Por lo tanto, el presente proyecto se enfocé a
estudiar la contribucién especifica de los circuitos estriatales al desarrollo y control de
conductas secuenciales compulsivas a través de dos capitulos principales. EIl primero de
ellos, a través de imagenologia de calcio en libre movimiento, evidencié un incremento del
namero de neuronas moduladas durante el acicalamiento excesivo en estos sujetos.
Contrario a lo esperado, la inhibicion optogenética de la actividad estriatal general
incremento la aparicion de episodios compulsivos. Ademas, y por primera vez, se demostré
que la inhibicion optogenética especifica de la via estriato-palidal reduce el fenotipo
compulsivo en el ratén Sapap3 KO. El capitulo dos, se centr6 en el estudio de la
contribucién estriatal al aprendizaje y ejecucion de secuencias seriadas. Primeramente, se
disefi6 y estandarizé un programa de entrenamiento que permitiera, en su etapa final, el
estudio de la estructuracion y ejecucion de secuencias en serie. Posteriormente, se
evidenci6 que los sujetos Sapap3 KO presentan un déficit en el aprendizaje de secuencias
de orden serial, caracterizado por la terminacién anticipada de la serie. Este fenotipo es
revertido por la inhibicion optogenética estriatal y via especifica (estriato-palidal). De igual
manera, se documentdé que este modelo presenta alteraciones en los mecanismos de
aprendizaje por reforzamiento positivo/castigo que pueden ser aminorados tras la inhibicion
estriatal general.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran una hiperactividad estriatal durante
la generacién de compulsiones y proponen al circuito estriato-palidal como un nodo para la
regulacién de conductas compulsivas en el modelo Sapap3 KO.



INTRODUCCION

La seleccion de acciones, asi como el aprendizaje y el control motor son elementos clave
para la sobrevivencia de los organismos. El desarrollo de acciones secuenciales se ha
relacionado con la participacion activa de los circuitos cortico-estriatales-talamicos (Cx-Str-
Th) (Barnes et al., 2005; Cui et al., 2014; DeLong, 1990; Diaz-Hernandez et al., 2018;
Mushiake et al., 1990). Las compulsiones son un ejemplo de los déficits en el control de
conductas secuenciales y son definidas como una serie de acciones que el individuo repite
de manera estereotipada a pesar de las consecuencias negativas. Estas se presentan en
un amplio grupo de desérdenes del Sistema Nervioso Central (SNC) y son un rasgo
caracteristico de pacientes diagnosticados con trastorno obsesivo compulsivo
(OCD)(American Psychiatric Association, 2013).

Estudios en pacientes con OCD han reportado alteraciones morfoldgicas en el circuito Cx-
Str-Th e hiperactividad en estas regiones durante paradigmas de provocacion sintomatica
(J. Y. Rotge et al., 2009; Shaw et al., 2015). Estas alteraciones sugieren su participacion
clave en la generacion y regulacion de conductas compulsivas. En los ultimos afios, se han
desarrollado una serie de modelos animales para estudiar la fisiopatologia que subyace
este tipo de comportamientos (Greer & Capecchi, 2002; Shmelkov et al., 2010; Welch et
al., 2007). El modelo de raton Sapap3 KO presenta una delecién constitutiva de la proteina
asociada a Sap90/PSD95 tipo 3 (Dlgap, Sapap3 o Gkap), la cual participa de manera
indirecta en el anclaje de receptores glutamatérgicos en membranas postsinapticas. Esta
proteina se encuentra particularmente expresada en el estriado y la deficiencia constitutiva
de ella se ha asociado a un fenotipo de acicalamiento excesivo que genera lesiones en los
animales (Welch et al., 2004, 2007). La reconstitucién estriatal de esta isoforma o el
tratamiento con inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina, como la fluoxetina,
reduce el fenotipo compulsivo (Burguiére et al., 2013; Mahgoub et al., 2016; Welch et al.,
2007).

Por tanto, este proyecto fue dividido en dos capitulos: EIl primero buscé explorar, a partir
de la conducta de acicalamiento excesivo, la contribucién de las neuronas estriatales a la
generacion de compulsiones en el modelo Sapap3 KO. Examinamos la actividad neuronal
durante el comportamiento de acicalamiento mediante imagenologia de calcio en ratones
en libre movimiento. Ademas, probamos los efectos de la inhibicion optogenética de las
neuronas estriatales y via especifica sobre el fenotipo de acicalamiento. El segundo
capitulo evalué los déficits en la ejecucion de secuencias de orden serial en el modelo de
compulsiones Sapap3 KO y cdmo la manipulacién optogenética de las neuronas estriatales

en este modelo afecta el aprendizaje y ejecucion de secuencias en serie.



ANTECEDENTES

Alteraciones en el Control del Movimiento: Compulsiones

En los individuos, la generacién de patrones de movimiento es un mecanismo de gran
importancia para asegurar su supervivencia. Desérdenes asociados al control del
movimiento voluntario se han relacionado principalmente con alteraciones en los patrones
normales de actividad de los circuitos cortico-estriato-talamicos (Albin et al., 1989; Barnes
et al., 2005; Cui et al., 2014; DeLong, 1990; Diaz-Hernandez et al., 2018; Mushiake et al.,
1990). Un ejemplo particular de alteraciones en la generacion y control de patrones de

movimiento es el fendmeno de las compulsiones.

Las compulsiones se definen como conductas repetitivas que los individuos se sienten
impulsados a realizar a pesar de las consecuencias negativas, pudiendo ser en respuesta
a una obsesién o de acuerdo con asociaciones que deben aplicarse de manera rigida
(American Psychiatric Association, 2013). Sin embargo, se ha sugerido que estas
conductas frecuentemente son realizadas sin una razon identificable y sin resistencia
(Denys, 2014; Starcevic et al., 2011). Este fendmeno consume una gran cantidad de
tiempo (por ejemplo, mas de una hora al dia), afecta la calidad de vida del sujeto y causa
un deterioro clinicamente significativo en areas sociales u ocupacionales. Ademas, no son
atribuibles a los efectos fisiol6gicos de una sustancia (American Psychiatric Association,
2013).

Las compulsiones son un rasgo caracteristico de varios trastornos y es distintivo de los
pacientes diagnosticados con trastorno obsesivo compulsivo (TOC) (American Psychiatric
Association, 2013; Fava et al., 2014). Tradicionalmente, estas se han clasificado en
diversos tipos de acuerdo con la naturaleza de las acciones realizadas y se han definido 6
distintas dimensiones: 1) Agresidn/Revisibn-Comprobacion, 2) Compulsiones Sexuales,
Morales o Religiosas, 3) Simetria/Orden/Contabilizacion, 4) Limpieza/Descontaminacion,
5) Acumulacion y, 6) Otros, como necesidad de tocar superficies y rituales alimentarios
(Goodman et al.,, 1989). La heterogeneidad de las conductas compulsivas se ha
relacionado con diversos factores como variaciones genéticas, exposicion ambiental, sexo,

estado fisiologico, entre otros (Mitra & Bult-Ito, 2021).

Estudios de resonancia magnética en pacientes con TOC, han reportado alteraciones
morfolégicas importantes, particularmente, incremento en la superficie de los ndcleos
caudado y lenticular, asi como de cortes prefrontales y de areas talamicas; se ha sugerido

que dichas alteraciones morfolégicas correlacionan con la intensidad de los sintomas



compulsivos (Radua et al., 2010; J. Y. Rotge et al., 2009; Shaw et al., 2015). Asi mismo,
durante esquemas de provocacion sintomatica en estudios de resonancia magnética
funcional, se han demostrado alteraciones en los patrones de actividad de regiones como
la corteza orbitofrontal, insular, anterior del cingulo, los ganglios basales y la amigdala en
pacientes con trastorno obsesivo compulsivo (Breiter & Rauch, 1996; J.-Y. Rotge et al.,
2008). En linea con lo anterior, se ha observado que la hiperactivacion de la corteza insular
y del nlcleo lenticular es reducida en algunos pacientes tras el tratamiento (Lazaro et al.,
2008). Estas alteraciones sugieren un papel clave de los circuitos cortico-estriatal-talamicos

en la generacién y regulacién de conductas compulsivas.

Modelos Animales para el Estudio del Fenémeno Compulsivo

Se han utilizado modelos animales de TOC para comprender la fisiologia que subyace a
las conductas compulsivas, a menudo mediante la cuantificacion de diversas conductas
innatas o inducidas como el enterramiento, la excavacion, el escalamiento, la masticacion
y/o el acicalamiento excesivo; estos modelos pueden clasificarse segun su origen, ya sea
genético o farmacoldgico (Alonso et al., 2015). Como ejemplo de los modelos de origen
genético se encuentran: el ratbn Hoxb8lox, con mutaciones sin sentido en los genes del
desarrollo Hoxb8 (Greer & Capecchi, 2002); el ratbn 5-HT2c, que presenta la delecion del
gen que codifica para el receptor de serotonina 2C (Chou-Green et al., 2003); y el raton
DAT-KD, con una expresion reducida del trasportador presinaptico de dopamina (Berridge
et al., 2005).

Se ha sugerido que para denominar modelo de un fendmeno de interés, los sujetos deben
presentar sintomas analogos a aquellos observados en la enfermedad/fendmeno que se
pretende modelar (validez aparente), ademas los tratamientos efectivos en la patologia
modelada deben de reducir dichos sintomas en el animal (validez predictiva); por ultimo las
regiones anatémicas asi como mecanismos involucrados detras de los sintomas en el
modelo deben de ser similares a aquellos responsables en pacientes humanos con la
enfermedad (validez de constructo) (Alonso et al., 2015; McKinney & Bunney, 1969). Uno
de los modelos animales que recrea el fendbmeno de compulsiones cumpliendo los tres

criterios antes mencionados es el modelo Sapap3 KO (Welch et al., 2007).

Los ratones Sapap3-KO presentan una delecién constitutiva de la proteina 3 asociada a
Sap90 / Psd95 (Dlgap3 o Gkap). Esta proteina participa indirectamente en la asociacion de
receptores glutamatérgicos en la membrana postsinaptica (Takeuchi et al., 1997; Welch et

al., 2004). La expresion de Sapap3 se encuentra en varias regiones del cerebro como la
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neocorteza, el hipocampo, el cerebelo y el cuerpo estriado; la mayor expresion de esta
proteina se encuentra en este ultimo (Welch et al., 2004). Los ratones que carecen de esta
proteina presentan un acicalamiento excesivo que genera lesiones en la cara y el cuerpo
de estos sujetos (validez aparente). El fenotipo compulsivo se reduce cuando Sapap3 se
reconstituye en el cuerpo estriado o cuando los sujetos reciben tratamiento con fluoxetina
(validez predictiva) (Burguiére et al., 2013; Mahgoub et al., 2016; Welch et al., 2007).
Ademas, estudios recientes han demostrado alteraciones en la actividad cortico-estriatal
in vitro y durante la expresion del acicalamiento en este modelo (validez de constructo)
(Burguiére et al., 2013; Corbit et al., 2019; Hadjas et al., 2020; Ramirez-Armenta et al.,
2021). La relacion entre las alteraciones en la actividad neuronal y la presentacion del

acicalamiento excesivo como fenotipo compulsivo se detalla en el siguiente segmento.

El Acicalamiento Excesivo como Modelo de Compulsiones

La evidencia experimental ha demostrado, desde hace varias décadas, que el
comportamiento innato de acicalamiento observado en roedores esta representado en la
actividad estriatal. Se ha demostrado que las neuronas estriatales incrementan su tasa de
disparo durante la secuencia de acicalamiento y son sensibles a la fase de la secuencia
que se ejecuta (Aldridge et al., 2004; Berridge & Whishaw, 1992). Entonces, el
acicalamiento, conducta innata y habitual en los roedores, se transforma en excesiva y
perjudicial en los sujetos Sapap3 KO, lo que nos permite vincularlo a la definicién
operacional del fenédmeno compulsivo: comportamiento repetitivo, estereotipado vy
funcionalmente perjudicial para quien lo ejecuta. Ademas, al ser representado por la
actividad de las neuronas estriatales de manera innata, sugiere que esta transicion al
fenbmeno compulsivo se encuentra relacionada con la actividad de este nacleo y las

aferencias que lo inervan.

En relacién con las alteraciones en la actividad de circuitos cortico-estriatales y la
generacion de fenotipos compulsivos, estudios anteriores han demostrado que la
activacion optogenética repetida de las entradas de la corteza orbitofrontal (OFC) al cuerpo
estriado especificamente, genera episodios de acicalamiento excesivo en ratones
silvestres (Ahmari et al., 2013). Ademas, se ha sugerido que una reduccién en la actividad
estriatal, inducida por la activacion de entradas corticales especificas, reduce el fenotipo
de acicalamiento excesivo observado en el modelo Sapap3-KO durante la presentacion de

un estimulo condicionado (Burguiére et al., 2013).



Estudios con registros electrofisiologicos in-vitro en el modelo de compulsiones Sapap3
KO, han demostrado alteraciones en la fuerza sinaptica (incrementada o deprimida) de las
entradas del cingulo anterior (ACC), OFC, de la corteza motora (M1) y premotora (M2)
hacia al estriado (Corbit et al., 2019; Hadjas et al., 2020). Ademas se sugiere un desbalance
en la actividad de los subcircuitos estriatales tras la estimulacion eléctrica in-vitro en el
modelo Sapap3 KO (Ade et al., 2016). Algunos autores explican este desequilibrio por
alteraciones en la sefalizacion del receptor mGIuR5 (Ade et al., 2016; Glorie et al., 2020),
altamente expresado en el cuerpo estriado (Conn et al., 2005; Ferré et al., 2002). Estos
hallazgos apoyan la hip6tesis de gque las alteraciones en los patrones de actividad estriatal
contribuyen a la generacion de episodios compulsivos y, que estos pueden ser estudiados

a través de la conducta de acicalamiento excesivo.

Compulsiones y Secuencias de Orden Serial

Se ha sugerido que las alteraciones en los circuitos cortico-estriatales estan involucradas
en la generacién de complejas secuencias repetitivas de movimientos observadas en
pacientes con trastorno obsesivo compulsivo (Graybiel & Rauch, 2000; Laplane et al.,
1989). En linea con lo anterior, se ha propuesto que el fenbmeno compulsivo resultaria de
una disrupcion de la actividad supresora de regiones prefrontales (particularmente de la
corteza orbitofrontal) y de la funcién de “filtrado” del nucleo estriado. La consecuencia seria
la ejecucién autosostenida y reverberante de secuencias motoras automaticas (Baxter et
al., 1987, 1992; S R Chamberlain et al., 2005).

Por otra parte, se ha establecido que para generar un patrén secuencial se requiere la
imposicion de un esquema general que, a pesar de un amplio rango y variedad de
elementos, determina la secuencia de actos especificos (Lashley, 1951). Lesiones en la
corteza orbitofrontal medial afectan la habilidad de seleccionar las acciones mas
adecuadas cuando se comparan consecuencias diferencialmente valuadas (Wood &
Ahmari, 2015), lo que sugiere una participacion clave de esta region en los procesos de
seleccién de acciones basados en las consecuencias. Ademas, estudios previos han
observado que la corteza prefrontal muestra una activacion co-temporal con todos los
segmentos de una secuencia, y la fuerza de representaciéon de un segmento dado es
especifica a su posicion en la cadena de ejecucion (Averbeck et al., 2002; Fujii & Graybiel,
2003; Sakamoto et al., 2020).



Con respecto a la contribucion de las cortezas motoras a la ejecucion de secuencias
motoras, se ha reportado que la corteza motora suplementaria participa en el desempenfio
de secuencias especificas de movimientos, sugiriendo que las neuronas de la corteza pre-
motora participan de manera especifica y diferencial en secuencias guiadas visualmente
con respecto a aquellas que deben realizarse sin una guia sensorial (Mushiake et al. 1990;
Mushiake et al. 1991). Adicionalmente, las neuronas de la corteza motora suplementaria
se activan durante secuencias con movimientos en un orden especifico, lo que pareciera
indicar que estas células contribuyen a la planeacion y codificacion de mudltiples

movimientos futuros (Tanji & Shima 1994).

Por ultimo, la secuencia de acicalamiento se ha descrito como una secuencia de orden
serial que los individuos realizan de manera habitual (Berridge & Whishaw, 1992). Se ha
demostrado que el estriado esta implicado en la secuenciacion y ejecucion de la conducta
de acicalamiento, particularmente es necesario para la implementacion del patrén en el
desarrollo de dicha conducta. Esta estructura cuenta con dos subcircuitos principales de
salida de informacién denominados: via directa o estriato-nigral y via indirecta o estriato-
palidal (DeLong, 1990; Gerfen, 1984). Se ha documentado que estas poblaciones
neuronales interactlian de manera particular en la regulacion de la actividad motora (Cui et
al., 2014; Freeze et al., 2013; Jin et al., 2014; Kravitz et al., 2010) . De manera general, se
ha propuesto que lesiones en el estriado dorsal producen déficits en el correcto desarrollo
de la sintaxis de la conducta de acicalamiento en rata (Aldridge & Berridge, 1998; Cromwell
& Berridge, 1996). Lo que sugeriria que en los animales Sapap3 KO que muestran
alteraciones en los patrones de actividad estriatal durante la conducta de acicalamiento
pudieran presentar alteraciones en el aprendizaje y ejecucion de otro tipo de conductas de

orden serial.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es la contribucién especifica de los circuitos estriatales a la generacion de
conductas compulsivas?

HIPOTESIS

La actividad de las vias estriatales esté alterada en animales compulsivos en comparacion
con animales control. Especificamente, la actividad de la via directa requerida para la

apropiada transicién y terminacion de acciones se encuentra incrementada.

Las vias estriatales tienen una contribucion especifica durante la realizacion de secuencias,
especificamente la via directa permite el inicio y el mantenimiento del programa motor
mientras que la via indirecta permite la apropiada supresion de acciones necesarias para
seleccionar una accién. La desregulacion de estos mecanismos propicia la generacion de

las conductas compulsivas.



OBJETIVOS

General

Estudiar la contribucién via especifica de los ganglios basales a la generacion de conductas

compulsivas en un modelo de compulsiones y compararlo contra animales control.

Especificos

— Establecer la linea transgénica Sapap3 KO y verificar su fenotipo compulsivo.

— Registrar la actividad estriatal durante la generacion de conductas compulsivas en
el modelo Sapap3 KO.

— Manipular optogenéticamente la actividad estriatal y via especifica, de los sujetos
Sapap3 KO para evaluar sus efectos sobre el fenotipo compulsivo.

— Implementar un paradigma conductual de orden serial para evaluar posibles déficits
en el aprendizaje de secuencias motoras.

— Manipular optogenéticamente la actividad estriatal y via especifica para restablecer
déficits observados en el modelo Sapap3 KO durante el aprendizaje de un

paradigma de orden serial.



METODOLOGIA

Modelo de Estudio

El estudio de la fisiologia que subyace las conductas compulsivas se ha basado en la
utilizacion de modelos animales, frecuentemente a través del andlisis del fenotipo de
acicalamiento excesivo. En este proyecto se utilizé el modelo Sapap3 KO que presenta
conductas de acicalamiento excesivo y fue adquirido de los laboratorios Jackson (B6.129-
Dlgap3tm1Gfng/J, Stock No: 008733). Se utilizaron ratones hembra y macho de entre 8 y
12 semanas de edad, de los genotipos Sapap3 KO y Sapap3 +/+ con fondo génico
C57BL/6J. Para el estudio de la actividad estriatal via especifica se generaron ratones
dobles transgénicos A2a-Cre Sapap3 KO (Via Estriato-Palidal / Via Indirecta) y D1 Cre
Sapap3 KO (Via Estriato-Nigral / Via Directa) derivados de la cruza de sujetos Sapap3 KO
y Sapap3 +/- con animales de las lineas A2a Cre y D1 Cre por al menos 6 generaciones.

Los animales se mantuvieron en cajas individuales en ciclos de 12h luz/oscuridad con
acceso ad libitum a agua y comida hasta el inicio de los experimentos. Todos los
procedimientos se realizaron en conformidad con la norma oficial (NOM-062-ZO0-1999) y
aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
Instituto de Fisiologia Celular (Protocolo: FTA121-17).

Caracterizacion Conductual

Los sujetos fueron introducidos en una arena de campo abierto (40x 40 x 30 cm) y grabados
desde la vista superior a una tasa de 75 cuadros por segundo, por un periodo maximo de
30 min. Los episodios de acicalamiento fueron determinados manualmente por un
observador experto y se definieron desde el momento en que el sujeto levanta una o
algunas extremidades para posteriormente iniciar cualquiera de las fases de acicalamiento
descrito por Aldridge y colaboradores (Aldridge & Berridge, 1998) hasta el momento en
que estas hacen contacto con el suelo. La probabilidad de ocurrencia fue estimada en un
periodo de 15 segundos compuesto por tres periodos de 5 segundos (como se describe en
la seccién de inhibicion optogenética). Cada periodo fue dividido en ventanas de 1 segundo
y se determind de manera binaria si, en estas, habia o no eventos de acicalamiento.

Posteriormente se determind la probabilidad de ocurrencia por segundo por grupo.

El desplazamiento horizontal fue determinado primeramente, mediante el seguimiento e
identificacion de las coordenadas del punto central del cuerpo del ratén utilizando el

software Bonsai (Lopes et al., 2015). Posteriormente, el desplazamiento fue definido como



la suma de distancias euclidianas de la posicién del centroide entre cuadros de video. El
movimiento generado durante los episodios de acicalamiento y extension fue sustraido

para solo cuantificar la distancia derivada de la actividad locomotriz.
Expresion de Indicadores de Calcio (GCaMP) e Implante de Endoscopios

Los sujetos Sapap3 KO y Sapap3 +/+ fueron anestesiados utilizando isoflurano al 1-2%
antes de remover una region del craneo de ~ 0.5 mm x 0.5 mm para permitir la inyeccion
viral. Se administraron 600 nL del indicador de calcio GCamP6s (AAV1.Syn.
GCaMP6s.WPRE.SV40 (Addgene#100845-AAV1), Titter: >10' vg/mL, dilucion 1:8) en el
estriado dorsomedial (Coordenadas desde Bregma (mm), AP: 0.3; ML: 1.8; DV: 2.3-2.6).
La inyeccién se llevé a cabo a través de pipetas de vidrio acopladas a un sistema de
inyeccion en pulsos de 9.2 nL cada 5s (Nanoject Il, Drummond Scientific). Una semana
después de la infeccién viral, un endoscopio (Lens Probe, 0.5 mm de diametro, -8.4 mm,
Q<0.25, Inscopix) fue implantado 100 micras arriba del sitio de inyeccion y fue fijado al
craneo con resina acrilica (Lang Dental Manufacturing, Co.). Dos a tres semanas
posteriores a la infeccion, la base metdlica para acoplar el microscopio miniatura fue

implantada, adecuando la distancia necesaria para obtener una imagen en foco.

Adquisicion y Andlisis de Eventos de Calcio en Libre Movimiento durante el
Acicalamiento

Tres dias después del implante de la base metalica para el acople del microscopio
miniatura, los sujetos fueron habituados al experimentador por 2 a 7 dias (15-40 min/dia).
La adquisicion de la sefial de calcio fue llevada a cabo a través de un microscopio miniatura
de campo fluorescente (Miniscope, Labmaker UG) en libre movimiento a 10 cuadros por
segundo (Sesiones de 31 + 1.8 min por 2.9 + 0.4 dias consecutivos). Los eventos de
acicalamiento fueron determinados de manera manual utilizando videos grabados desde
una vista inferior a 40 cuadros por segundo en una arena acrilica transparente (20 cm x 30
cm x 25 cm). La alineacién de los eventos de acicalamiento con respecto a la sefial de
calcio se realizé por la identificaciébn del cuadro mas cercano de la sefial de calcio con

respecto al inicio de los eventos (Maximo error de alineamiento: 50ms (0.55 ms + 0.09).

Los videos extraidos del miniscope fueron corregidos por movimiento utilizando el plugin
TurboReg-ImageJ. Las regiones de interés fueron asignadas utilizando el algoritmo
Minipipe reportado por Lu y colaboradores (Lu et al., 2018). Las sefales de cambio de
fluorescencia fueron transformadas en actividad neuronal deconvolucionada utilizando el
método “constrained-foopsi’(Pnevmatikakis et al., 2016). Para evaluar si existian

diferencias en la actividad estriatal, se analizaron las amplitudes de los picos y los eventos

10



acumulados de las sefales deconvolucionadas utilizando la funcién “findpeaks” de MatLab.
Para evaluar la actividad estriatal relacionada con la conducta de acicalamiento, el z-score
fue alineado al inicio de los eventos de acicalamiento. Para definir una célula modulada, se
calculd la media del periodo basal (-6 a -2s antes del inicio) y del periodo de interés (0-4
sec) para cada evento y, posteriormente se aplicé una prueba pareada Wilcoxon. La
pendiente de los datos fue utilizada para definir una célula como positiva o negativamente
modulada. La actividad de una serie de grooming (definidas como eventos de
acicalamiento consecutivos con un intervalo menor a 3 s) fue comparada entre grupos

comparada por serie y la frecuencia media fue reportada.

Expresion de Opsinas para Inhibicion Optogenética

Los sujetos fueron anestesiados utilizando isoflurano al 1-2% antes de remover dos
regiones del crdneo de ~ 0.5 mm x 0.5 mm para permitir la inyeccion viral. Se administraron
500 nL de la opsina inhibitoria Arch3.0 (AAV5-hSyn-eArch3.0-eYFP o AAV5-hSyn-eYFP,
titter >10'%; AAV5-EFla-DIO-eArch3.0-eYFP o AAV2-EFla-DIO-eArch3.0-eYFP, titter:
>10*? vg/mL, UNC Vector Core) en el estriado dorsomedial (Coordenadas desde Bregma
(mm), AP: 0.5; ML: 1.8; DV: 2.1). La inyeccién se llevé a cabo de manera bilateral a través
de pipetas de vidrio acopladas un sistema de inyeccién en pulsos de 9.2 nL cada 5s
(Nanoject Il, Drummond Scientific). Posteriormente, se implantaron fibras épticas (300 ym,
~3.0 mm de longitud) 100 micras sobre los sitios de inyeccion y fueron fijadas al craneo

utilizando resina acrilica (Lang Dental Manufacturing, Co.).
Protocolo y Andlisis de los Efectos de la Inhibicion Optogenética en Campo Abierto

Para evaluar los efectos de la inhibicion optogenética durante el grooming y la actividad
locomotriz, los sujetos fueron colocados en una arena de campo abierto (40 cm x 40 cm x
30 cm) y un pulso de luz continua de 5 s fue aplicado cada 35 s (18-20 mW, 500 nm, 15
pulsos). El periodo de inhibicién fue dividido en ventanas de un segundo donde de manera
binaria se asignd si existia 0 no eventos de acicalamiento. La suma de ventanas de
acicalamiento fue determinada para el periodo de 5 s previo, durante la inhibicibn y 5 s
después. La media de cada periodo fue reportada para cada animal. La probabilidad de
ocurrencia fue estimada por segundo a lo largo del periodo de 15 s (abarcando periodo
basal, inhibicion, posterior). Esta medicion fue normalizada a los 5 s antes del inicio del

pulso.

El desplazamiento horizontal fue determinado como se describié anteriormente (seccion:
caracterizacion conductual) y fue cuantificado en ventanas de un segundo normalizadas

respecto el valor de desplazamiento de un segundo antes del inicio del pulso. Se
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clasificaron en ensayos rapidos y lentos en funcién de un umbral de desplazamiento en el
segundo antes de inicio del pulso. El indice de movimiento se determiné como el radio
entre la media del desplazamiento horizontal calculado durante los 5s de inhibiciéon con

respecto al periodo basal (1s).

Registros Electrofisioldgicos

Para corroborar la inhibicion de la actividad estriatal se transfectaron 600 nL de AAV5-
hSyn-eArch3.0-eYFP en el estriado dorsomedial de un animal Sapap3 KO (seccion:
Expresion de Opsinas). Tres semanas posteriores a la infeccion, un arreglo de electrodos
méviles (16 microfibras, Innovative Neurophysiology Inc.) acoplados a una fibra éptica (200
pm, ThorLabs, Inc.) fue colocado 100 micras arriba del sitio de inyeccion. Una semana
después, los sujetos fueron colocados en la arena de campo abierto y el protocolo de
inhibicion descrito anteriormente fue aplicado mientras se registro la actividad estriatal (30
kHz, filtro pasabajas 750 Hz, CerePlex Direct, Blackrock Microsystems). Las unidades
fueron sorteadas utilizando el software Offline Sorter (Plexon, Inc.). Para definir células
moduladas, se alined la actividad de estas al inicio de los 15 pulsos de luz y se calculé el
histograma peri-evento para cada unidad (ventanas fijas de 100 ms). Posteriormente se

comparé la distribucion de 3s antes del inicio del pulso.
Paradigma de Condicionamiento Instrumental de Orden Serial

Se adapto6 el paradigma conductual desarrollado durante el proyecto de maestria el cual se
llevé a cabo en cajas de entrenamiento (Med-Associates, Inc; # MED-307A-CT-B1)
equipadas con dos palancas, un receptaculo para recepcién de comida y 2 sensores

infrarrojos para la deteccion de diferentes eventos durante cada sesion.

El programa de entrenamiento consistié en 6 fases consecutivas, siendo la Ultima aquella
donde es posible hacer la distincion entre realizar transiciones entre secuencias guiadas
por estimulos externos de aquellas que se realizan de manera autbnoma. A continuacion,

se describe cada una de las fases:

1) Pre-Entrenamiento: Dirigido a que el animal explore la caja de entrenamiento y localice

el sitio donde se entregaran las recompensas. Consiste en una sesion de 30 min donde
cada 30 s, de manera aleatoria, se le entregara un comprimido de 14 mg de sacarosa

(recompensa).
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2) Reforzamiento Continuo: En esta fase se presentara una palanca la cual debe ser

3)

4)

5)

6)

presionada para obtener el reforzador. Consiste en 3 sesiones donde cada presion
origina una recompensa, la sesion termina cuando el sujeto obtenga 15 recompensas

0, en su caso, transcurran 30 min. En una cuarta sesidén se expone la segunda palanca.

Secuencias de Razén Fija: Para obtener recompensa el animal debe de presionar 8

veces consecutivas la palanca expuesta, esta se presenta de manera alternada. En esta

fase debe realizar 30 secuencias en cada palanca para finalizar la sesién.

Secuencias de Razdén Fija con Castigo: Consiste en la tarea descrita anteriormente,

pero con la restriccion de que el animal no puede visitar el sitio de entrega de
recompensas hasta haber terminado la secuencia de 8 presiones. En el caso contrario,
la palanca sera retraida, la luz se apagara por 10 s y el ensayo seré reiniciado. Para
finalizar la sesion debe completar 30 ensayos en cada palanca.

Cadenas de Secuencias Guiadas por Estimulo: En esta fase el animal debe de realizar

2 secuencias de 4 presiones en cada palanca para obtener el reforzador. Se presenta
la primera palanca e inmediatamente cuando se completan las 4 presiones esta se
retrae y se expone la segunda palanca para que el animal pueda terminar las 4
presiones restantes y asi generar un reforzador. Las visitas al sitio de entrega de
recompensas antes de terminar la cadena de secuencias son castigadas a través del
tiempo fuera descrito con anterioridad. La sesién termina cuando se consiguen 60

recompensas o transcurren 60 min.

Cadenas de Secuencias Guiadas por Estimulo y Autoiniciadas: Es la Ultima fase del

entrenamiento, se compone de 3 repeticiones Cadenas Guiadas por Estimulo y, 3
repeticiones de cadenas de secuencias donde las palancas se exponen al mismo tiempo
y se mantienen expuestas durante la realizacion de la tarea, igualmente se necesitan 4
presiones en cada palanca antes de recibir la recompensa, pero el sujeto es libre de
decidir cuantas presiones realizar antes de transitar a la segunda secuencia. Son
acreedoras de castigo las secuencias interrumpidas por visitas al sitio de entrega de
recompensa o por presionar la siguiente palanca antes de terminar la primera secuencia.

La sesidén termina cuando se consiguen 60 recompensas o transcurren 60 min.
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Protocolo de Inhibicién Optogenética durante Secuencias en Orden Serial

La inhibicion optogenética se realizé durante las tres primeras sesiones de Secuencias
Guiadas por Estimulo y, posteriormente en las primeras sesiones de Secuencias Libres de
Estimulo (aunque en estas se intercalaban sesiones Guiadas por Estimulo, estas ultimas
no fueron inhibidas en este momento). Estas sesiones tuvieron una duracion de 30 minutos
sin limite de reforzadores, donde los ratones fueron implantados con un par de fibras que
recibian el haz de un laser de 556 nm (Single Longitudinal Mode Laser, #MSL-FN-556,
CNI) y cuyo paso estaba mediado por un obturador controlado automaticamente desde el
equipo. Los pulsos de inhibicién (7 segundos, 20-30 mW, 556 nm) se desencadenaban de
manera aleatoria con una probabilidad del 50% una vez que el sujeto cruzaba un sensor

infrarrojo en el camino a la primera palanca.

Para evaluar los efectos de la inhibicibn optogenética en fases posteriores del
entrenamiento, se implementaron tres protocolos de manipulaciéon que se presentaron en
sesiones independientes con una probabilidad de 0.5 en ambos tipos de secuencias. 1)
Protocolo de Inicio: Se replicé el protocolo utilizado durante la fase de aprendizaje
modificando la duracion del pulso de 7s a 2s. 2) Protocolo Primera Presién: La primera
presion de la subsecuencia uno desencadenaba la inhibicion por 2 s. 3) Protocolo
Transicion: Consistia en inhibir la actividad antes de la transicibn entre palancas,

especificamente, el pulso de luz iniciaba tras la tercera presion de la primera secuencia.
Corroboracién Anatémica

Se verificé la expresion del indicador de calcio y la opsina Arch 3.0 en sitio de implante de
endoscopio, las fibras 6pticas y el optrodo de registro en todos los sujetos utilizados.
Primeramente, los sujetos fueron anestesiados con una dosis de ketamina/xilacina (95 mg/
1mg, i.p.) para posteriormente ser perfundidos con amortiguador de fosfatos (PBS 0.1M)
seguido de paraformaldheido al 4% (PFA). Los cerebros se mantuvieron en PFA al menos
12 horas antes de ser seccionados en un vibramicrétomo (Lancer Microtome Series 1000
Sectioning System) para obtener cortes coronales de 100 uym. Para el montaje de las
muestras se utilizé6 el medio Mowiol® 4-88 (Sigma-Aldrich,81381). Los cortes fueron
visualizados a través de un microscopio confocal (LSM710, Zeiss) para determinar el area

de infeccion y, la localizacion del endoscopio, electrodo y fibras Opticas.
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RESULTADOS

CAPITULO I. ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION ESTRIATAL A LA GENERACION DE
CONDUCTAS COMPULSIVAS EN EL MODELO DE ACICALAMIENTO EXCESIVO:
Sapap3 KO

Los sujetos Sapap3 KO presentan acicalamiento excesivo y locomocidn
decrementada

La linea Sapap3 KO fue establecida en el Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular para
su reproduccién y cuidado. La verificacion del fenotipo de acicalamiento excesivo,
caracteristico de este modelo de compulsiones, se realiz6 utilizando ratones Sapap3 KO y
Sapap3 +/+ de 2 a 4 meses de edad que fueron colocados en una arena de campo abierto
por 30 min (Figura 1A). El fenotipo fue corroborado por el incremento en la frecuencia de
episodios de acicalamiento (Mann-Whitney p<0.002; Figura 1B, Panel superior) y en la
duracién de estos, cuando se compara con sujetos Sapap3 +/+ (Kolmogorov-Smirnov
p<0.013; Figura 1B, Panel inferior). Como parte de la caracterizacion de esta conducta
repetitiva, se calculd la probabilidad de observarla a lo largo de la sesion a través de la
cuantificacion de “ventanas de acicalamiento” (ventanas de 1s con valores binarios en
funcién si contenian o no periodos de acicalamiento). Como parte de la caracterizacion del
fenotipo compulsivo, se cuantificd la probabilidad de observar eventos de acicalamiento
segundo a segundo. Se confirmé el acicalamiento excesivo mediante el incremento en la
probabilidad de acicalamiento por la comparacion de las distribuciones probabilidad de
cada grupo (Kolmogorov-Smirnov p<0.005; Figura 1C). Ademas, se observé que los
animales deficientes de la proteina presentaban una reduccién en la frecuencia de
aparicion de otras conductas naturales como el rearing (Mann-Whitney p<0.05; Figura 1D).
Estudios anteriores han reportado la reduccién en la locomocion de animales Sapap3 KO,
en este estudio, se demostrd una reduccion substancial en el desplazamiento horizontal de
los sujetos Sapap3 KO cuando se compara con sus controles (Mann-Whitney p< 0.001;
Figura 1E). Ademas, se corrobor6 que esta reduccion se mantiene a lo largo de la sesion
al medir el desplazamiento en bloques de 5 min (Mann-Whitney p<0.05; Figura 1F). No
fue posible encontrar una correlacion entre la reduccién del desplazamiento horizontal y el
incremento en el acicalamiento observado en el modelo (Correlacion de Pearson p>0.05;
Figura 1G). Estos resultados confirman el acicalamiento excesivo y una reduccion en el

desplazamiento general en el modelo Sapap3 KO.
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Figura 1. Los sujetos Sapap3 KO muestran grooming excesivo y locomocién decrementada. A. Esquema
de la configuracion del campo abierto, el inserto es un ejemplo representativo del seguimiento de un ratén, los
puntos rojos representan los periodos de acicalamiento. B. Panel Superior: Acicalamiento por minuto (Rojo:
Sapap3-KO: n=10; Negro: Sapap3**: n=6; Mann-Whitney U, p<0.01). Paneles Inferiores: Funcién de densidad de
probabilidad y densidad acumulada para la duracion del acicalamiento. (Kolmogorov-Smirnov test p<0.05) C.
Panel Izquierdo: Probabilidad de acicalamiento. Panel Derecho: Funcién de la densidad acumulada para las
probabilidades de cada grupo (Kolmogorov-Smirnov test, p<0.01). D. Eventos de rearing por minuto (Mann-
Whitney U, p<0.05). E. Distancia total normalizada a la duracién de la sesién (Mann-Whitney test p<0.01). Inserto:
Desplazamiento acumulado por individuo. Los periodos de movimiento relacionado con episodios de
acicalamiento o rearing fueron substraidos. F. Distancia horizontal por blogues de 5 min (Mann Whitney U for
each block, *p<0.05 and ** p<0.01). G. Correlacién entre la distancia acumulada y el nimero de eventos de
acicalamiento por minuto (Sapap3** R: 0.07, p=0.61. Sapap3-KO, R 0.04, p=0.6).

Los sujetos Sapap3 KO muestran una mayor frecuencia de eventos de menor
amplitud en células estriatales.

Estudios anteriores han relacionado la actividad estriatal en la generacion de
comportamientos compulsivos (Ahmari et al., 2013; Burguiére et al., 2013; Lazaro et al.,
2008; J. Y. Rotge et al., 2009). Solo un estudio ha medido de manera directa la actividad

estriatal relacionada a las compulsiones presentadas en el modelo Sapap3 KO
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Figura 2. Los sujetos Sapap3 KO
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y, se ha sugerido un fenomeno de hiperactividad durante compulsiones que son evocadas
por estimulos condicionados (Burguiére et al., 2013). Por lo tanto, caracterizamos la

actividad estriatal de los sujetos Sapap3 KO a través de imagenologia de calcio en el

17



estriado dorsomedial utilizando micro-endoscopios mientras los animales se encontraban
en campo abierto (Figura 2A y 2B). La sefial de calcio (dF/F; Figura 2C) y la sefial
deconvolucionada (Figura 2D) fue obtenida para células individuales de tres sesiones por
animal. El Anexo 1A, muestra la determinacion del decaimiento de la sefial de calcio en
cada sesién, el cual no muestra una diferencia significativa entre grupos. Ademas, se
corrobor6 que la amplitud de los eventos de calcio no fuera diferente entre las 3 sesiones
seleccionadas antes de realizar el andlisis (Anexo 1B, Kolmogorov-Smirnov p>0.05).

Las distribuciones acumuladas de las amplitudes de los eventos de calcio muestran una
mayor proporcién de eventos de amplitud menor cuando se compara con animales control
(Kolmogorov-Smirnov p<0.001; Figure 2E). El hallazgo se conserva cuando la sefial
deconvolucionada es transformada a Z-Score (Kolmogorov Smirnov p<0.001; Figure 2F)
o cuando solo se analiza la primera sesion de registro para cada animal (Kolmogorov-
Smirnov p<0.001, Figure 2G). Ademas, se observd que los sujetos Sapap3 KO mostraron
un mayor numero de eventos acumulados a lo largo de la sesion (Two-Way ANOVA
p<0.0001; Figura 2I-K).

La proporcion de células estriatales relacionadas con la conducta de acicalamiento
estaincrementada en el raton Sapap3 KO.

El control motor de las conductas innatas y estereotipadas de acicalamiento se ha
relacionado con la actividad de neuronas estriatales (Aldridge & Berridge, 1998; Berridge
& Whishaw, 1992; Kalueff et al., 2015). Para evaluar si existe una alteracion en la actividad
estriatal del ratdbn Sapap3 KO, donde esta conducta se encuentra exacerbada, registramos
a través de imagenologia de calcio en libre movimiento y alineamos la sefial al inicio de los
episodios de acicalamiento (Figura 3A y 3B). De manera importante, el ratdbn Sapap3 KO
mostré una mayor proporcion de células moduladas cuando se compard contra sus
controles (Sapap3-KO: Células Moduladas Positivamente: 10/68; Células Moduladas
Negativamente: 8/68; Sapap3 +/+: Células Moduladas Positivamente: 1/111; Células
Moduladas Negativamente: 9/111; Chi cuadrada p<0.001; Figura 3C). Cuando se comparé
la proporcion de células moduladas positiva y negativamente de manera independiente,
solo la comparacion de células activadas resulté significativa (Fisher test p<0.001, Figura
3C Inserto). Dado que una proporcion de eventos de acicalamiento caia dentro de las
ventanas de comparacion (-7 a -2s) del evento consecutivo, se decidio reevaluar los datos
excluyendo estos eventos que se sobreponian en el periodo basal (Anexo 2A), como
resultado se corrobord la proporcion mayor de células relacionadas con la conducta de

acicalamiento en los sujetos Sapap3-KO (Anexo 2B, Chi cuadrada p<0.01).
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Ademas, se observo una aparente acumulacion de transitorios de calcio después del inicio

del acicalamiento y, dado que podria relacionarse con eventos de acicalamiento que se
presentan de manera consecutiva, analizamos los patrones de actividad cuando existian
series de eventos de acicalamiento (GS: una serie fue definida como un grupo consecutivo
de eventos de acicalamiento con un intervalo menor a 3s entre eventos individuales, Figura
3D). Encontramos que las GS tenian una mayor duracion (Kolmogorov Smirnov p<0.001,
Figura 3E) y contenian un mayor niumero de eventos individuales (Mann-Whitney p<0.05;
Kolmogorov-Smirnov, p<0.0001, Figura 3F) en los animales Sapap3 KO. Consistente con
la idea de una hiperactividad estriatal durante el acicalamiento excesivo (Burguiére et al.,
2013), observamos una mayor frecuencia de eventos de calcio durante las GS cuando se
compardé contra animales control (Mann Whitney U, p<0.0001; Figura 3G). Este fendmeno
fue observado aun cuando los eventos se dividieron en periodos de 1s a lo largo de la serie
(Mann-Whitney, p<0.0001; Figura 3H).

En conjunto, estas observaciones acompafiadas del incremento en la proporcién de células
moduladas sugieren que un incremento en la actividad del estriado dorso-medial podria

subyacer el fenotipo de acicalamiento excesivo observado en el modelo Sapap3 KO.
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La inhibicion estriatal incrementa el fenotipo de acicalamiento en el modelo de
compulsiones: Sapap3-KO

Dado el incremento en la proporcién de células moduladas por el inicio del acicalamiento
en el raton Sapap3 KO, hipotetizamos que una reduccion en la actividad estriatal pudiera
disminuir el fenotipo compulsivo. Para probar esta hipétesis, llevamos a cabo una serie de
experimentos de inhibicion optogenética de la actividad estriatal y via especifica mientras
evaluabamos la probabilidad de acicalamiento. Primeramente, corroboramos la inhibicién
de la actividad estriatal mediada por el protocolo de inhibicion optogenética a través del
registro electrofisiolégico de un individuo Sapap3-KO en libre movimiento al cual se le
implant6 un electrodo acoplado a una fibra 6ptica en el estriado dorso-medial (Figura 4A).
Tras el registro en tres posiciones que cubrieron la distribucibn anatémica del eje
dorsoventral de la region de interés, se logré identificar unidades que reducian su actividad
tras el inicio del pulso de inhibiciéon (Figura 4B), las cuales representaron alrededor del

25% de las células registradas (Figura 4C, 4D y 5C).

Una vez evaluados los efectos del protocolo de inhibicion sobre la actividad estriatal de los
sujetos Sapap3 KO, se procedio a expresar la opsina Archeorodhopsin3.0 y a implantar
fibras 6pticas de manera bilateral en el estriado dorso-medial (Figura 5A, panel izquierdo;
Figura 5B). Se cuantificé el acicalamiento antes, durante y después del pulso de luz en
ventanas de un segundo, denominadas “ventanas de acicalamiento” (Figura 5A, panel

derecho).

Contrario a nuestra hipétesis, la inhibicion general de las neuronas estriatales incrementa
el fenotipo de acicalamiento (Friedman Test, p<0.01, Comparaciones mdultiples de Dunn,
p<0.05 Figura 5D, Panel Izquierdo). Este efecto solo pudo observarse en sujetos
deficientes de la proteina Sapap3 y no en sujetos controles que expresan solo eYFP o en
ratones C57BL/6J que expresan Arch3.0 (Friedman Test p >0.05; Comparaciones multiples
de Dunn, p>0.05; Figura 5D, Panel Central y Derecho). Para confirmar este efecto, se
calculd la probabilidad de encontrar ventanas de acicalamiento y se observéd un incremento
significativo durante los ultimos 3s del pulso de inhibicién (Two-way ANOVA, p<0.001;
Figura 5F).
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Figura 4. Verificacion electrofisioldgica del protocolo de inhibicion optogenética en el modelo
Sapap3-KO. A. Representacién esquematica de las coordenadas del implante del optrodo de
registro y manipulacion (Panel derecho). Fotomicrografia de la posicion del optrodo con respecto a
la expresién del constructo Arch3.0-eYFP, el acercamiento ilustra la posicion de las puntas de
registro (Panel Izquierdo). B. Histograma perievento de la actividad de una neurona representativa
tras el inicio de los pulsos de inhibicion. El inserto representa la forma de la espiga de la neurona en
cuestion. C. Promedio en z-score de la actividad de neuronas inhibidas y de la poblacién registrada
durante el pulso de luz. Inserto: Proporciones de neuronas moduladas por el pulso de luz. D. Mapa
de color del promedio en Z-score de actividad neuronal para cada neurona registrada.

Ademas, evaluamos el efecto de la inhibicién optogenética de la actividad estriatal sobre la
locomocién (desplazamiento horizontal) en campo abierto en los animales Sapap3 KO
(Figura 5G). Se observo una reduccion en el desplazamiento durante el pulso de luz
cuando fue comparado contra los sujetos que solo expresaron la proteina fluorescente
(Two-way ANOVA p<0.05; Figura 5H).
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Figura 5. Inhibicién de la actividad estriatal incrementala conducta de acicalamiento en ratones Sapap3 KO.
A. Diagrama representativo del set-up experimental y el método de analisis: Los efectos optogenéticas fueron
evaluados de manera binaria en ventanas de 1s que contienen o0 no eventos de acicalamiento durante los periodos
de interés. B. Localizacion de las fibras 6pticas para cada grupo experimental. Inserto: Microfotografia de un animal
representativo expresando Syn-Arch 3.0. C. Corroboracion de la inhibicion a través del registro electrofisiologico de
la actividad estriatal en un sujeto Sapap3 KO. Panel superior: Proporcién de células moduladas. Panel Central:
Raster plot de la inhibicion inducida por la activacion de la luz para una neurona representativa. D. Promedio de
ventanas de acicalamiento en cada periodo por grupo experimental (Sapap3-KO Syn Arch: 8 ratones, Friedman test
p<0.01; Comparaciones mdltiples de Dunn: p<0.05; Sapap3- KO Syn eYFP: 7 ratones; C57BL/6 Syn Arch: 6
ratones, Friedman test p>0.05; Comparaciones mdultiples de Dunn: p>0.05). E. Grooming Index for ON/OFF and
OFF Post/ OFF Pre periods (Syn Arch vs. Syn eYFP, Kruskal-Wallis Test con Comparaciones multiples de Dunn,
p<0.01). F. Cuantificacién de la probabilidad de acicalamiento en ventanas de un Segundo, normalizadas a los 5
s previos a la inhibicion (Two-way ANOVA p<0.05). G. Ejemplo representativo de la inhibicion sobre el
desplazamiento normalizado para cada grupo (Media + Error Estandar). H. Cuantificacion del desplazamiento
normalizado a 1 s antes del inicio del pulso para todos los ensayos, ensayos rapidos y lentos. (Two-Way ANOVA,
Post Hoc Sidak *p<0.05, **p<0.01). Insertos: indice de movimiento fue calculado mediante la division del promedio
de desplazamiento durante el pulso entre la media de desplazamiento en el periodo basal.
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La inhibicion especifica de las neuronas de la via indirecta reduce el acicalamiento
excesivo en el modelo Sapap3 KO

Dado que el nucleo estriado es una estructura altamente heterogénea, surge la pregunta
si la inhibicién de la poblacién celular mas prominente, las neuronas espinosas medianas,
tendrian el mismo efecto que la inhibicién general. Para esto, se generaron animales dobles
transgénicos que permitieron expresar de manera via especifica (A2a Cre Sapap3 KO y
D1 Cre Sapap3 KO) la opsina inhibitoria Arch3.0 (Figura 6A y 6B). La inhibicion de las
neuronas estriato-palidales (via indirecta) reduce los episodios de acicalamiento durante el
pulso de inhibicién (Wilcoxon Test, p<0.05; Figura 6C; radio ON/OFF: Mann-Whitney,
p<0.05; Figura 6D, panel izquierdo). Lo anterior no fue observado en los sujetos
A2aCre/D1Cre Sapap3 KO que solo expresaban la proteina fluorescente o en los sujetos
cuya via directa (D1 Cre Sapap3 KO) fue inhibida (Wilcoxon Test, p<0.05, Figura 6C panel
central y derecho), sugiriendo una regulacién especifica de la conducta de acicalamiento
por las neuronas estriatales de la via indirecta. Ademas, fue observado un incremento en
los eventos de acicalamiento después de la inhibicién de la via directa (Mann-Whitney,
p<0.05, Figura 6D panel derecho). Estos efectos diferenciales entre la inhibicion de las
vias estriatales fueron confirmados cuando se calcul6 la probabilidad de acicalamiento
(Two-way ANOVA, p<0.01, Figura 6E).

En términos del desplazamiento horizontal, la inhibicion de ambas vias incrementa la
actividad locomotriz (Mann-Whitney, p<0.05; Figura 6F panel izquierdo). De manera
importante, la inhibicién de la via directa resultd en un fuerte incremento en el indice de
movimiento cuando los animales estaban en reposo o poco movimiento (Mann-Whitney,
p<0.05; Figure 6F Inserto, panel izquierdo). Para corroborar que este fendmeno, se
inhibieron las vias directa e indirecta de animales silvestres en la misma regién estriatal
(C57BL6/J cruzados con la linea A2a Cre o D1 Cre, Figura 6G). La comparacién de los
indices de movimiento entre animales silvestres y Sapap3 KO indican que existe un
desbalance en la via directa que origina cambios en el desplazamiento de los ratones

Sapap3 KO (Mann-Whitney, p<0.05; Figure 6G, barras azules).

En resumen, la inhibicion optogenética sobre las neuronas de la via indirecta reducen el
acicalamiento excesivo. La inhibicibn de ambas vias incrementa la locomocion,
particularmente la inhibicién de la via directa revela un rol no candnico en el control de la

locomocién del modelo Sapap3 KO.
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Figura 6. Inhibicion especifica de las neuronas de la via indirecta reduce el acicalamiento excesivo en el
ratén Sapap3 KO. A. Esquema de los grupos de animales generado para inhibir la via indirecta (rojo) y directa
(azul) en el campo abierto. B. Diagrama representativo de la localizacion de las puntas de las fibras Opticas
(Azul: Sapap3 KO D1 Cre Arch-eYFP; Rojo: Sapap3 KO A2a Cre Arch-eYFP; Negro: Sapap3 KO A2a Cre/D1
Cre eYFP). C. Ventanas de acicalamiento en cada periodo de 5s para los grupos controles y experimentales
(A2a-Cre Sapap3-KO Arch: 9 ratones, Friedman Test p<0.01, Dunn’s multiple comparison p<0.01; D1-Cre
Sapap3-KO Arch: 7 ratones, , Friedman Test p>0.05, Dunn’s multiple comparison p>0.05; A2a/D1 Cre Sapap3
eYFP: 11 ratones, , Friedman Test p>0.05, Dunn’s multiple comparison p>0.05) D. indice de acicalamiento para
los periodos ON/OFF y OFF Post/ OFF periods (Kruskal-Wallis p<0.01, Dunn’s multiple comparison *p<0.05,**
p<0.01). E. Probablidad normalizada de ventanas de acicalamiento (Two-way ANOVA, p<0.01, Post hoc Sidak
*p<0.05). F. Cuantificacion del desplazamiento normalizado a 2s antes del inicio del pulso para todos los
ensayos, ensayos rapidos y lentos (Two-Way ANOVA, Sidak Post Hoc *p<0.05 and *** p<0.001). Insertos: indice
de Movimiento para todos los ensayos, ensayos rapidos y ensayos lentos (Mann-Whitney U, *p<0.05 and
**p<0.01). G. Comparacion entre indices de movimiento entre A2a- or D1-Cre Sapap3-KO y las lineas A2a- or
D1-Cre lines (Mann-Whitney U, *p<0.05 and **p<0.01).
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En resumen, los hallazgos presentados en este capitulo aportan una base fisiolégica para
explicar los mecanismos que subyacen las conductas compulsivas en sujetos Sapap3 KO.
Una hiperactivacion estriatal durante los episodios de acicalamiento excesivo, los cuales
pueden ser reducidos a través de la inhibicién especifica de las neuronas de la via estriato-

palidal de los ganglios basales. Los hallazgos de este capitulo fueron pulbicados en:

Ramirez-Armenta, K. I., Alatriste-Ledn, H., Verma-Rodriguez, A. K., Llanos-Moreno, A.,
Ramirez-Jarquin, J. O., & Tecuapetla, F. (2021). Optogenetic inhibition of indirect pathway
neurons in the dorsomedial striatum reduces excessive grooming in Sapap3-knockout mice.

Neuropsychopharmacology 47(2):477-487 (Caratula; Anexo 6).
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CAPITULO 2: ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION ESTRIATAL SOBRE EL
APRENDIZAJE Y EJECUCION DE CADENAS DE SECUENCIAS DE ACCIONES EN EL
MODELO DE COMPULSIONES: SAPAP3 KO

Los sujetos deficientes de la proteina Sapap3 presentan un déficit en el aprendizaje
de secuencias de orden serial.

Una de las hipétesis que subyace la generacion de conductas compulsivas es la pérdida
de la sensibilidad a los vinculos accién-consecuencia, relacionandolo con una disfuncion
entre los sistemas que controlan la capacidad de adaptacion a conductas dirigidas a
objetivos y la generacién de conductas habituales (Everitt & Robbins, 2005; Fava et al.,
2014; Robbins et al., 2012). Una aproximacion metodoldgica para evaluar la participacion
de estos sistemas es mediante la utilizacién de paradigmas de comportamiento operante,
donde las consecuencias dependen de la conducta del sujeto. Por lo tanto, a partir de un
paradigma conductual que implementamos en el laboratorio evaluamos el aprendizaje y
ejecucion de acciones en serie basadas en dos modalidades: 1) acciones en serie guiadas
por estimulos externos y 2) acciones en serie encadenadas de manera autbnoma [Figura
7A;(Sanchez-Fuentes, Ramirez-Armeneta et al., 2021) (Caratula; Anexo 7)]. Para lograr
que los animales realicen secuencias de acciones en serie, después de un periodo de pre-
entrenamiento inicial, los sujetos son sometidos a tres sesiones que tienen como finalidad
que el sujeto aprenda a generar una secuencia compuesta por 4 presiones en una primera
palanca seguidas de 4 presiones en una segunda palanca que terminan en la liberacién de
un reforzador (Figura 7A). El punto clave de esta modalidad es que la primera palanca se
retrae cuando el sujeto completa cuatro presiones, indicando que debe transitar a la
segunda palanca que solo es expuesta cuando la condicién anterior se cumple. Posterior
al periodo de aprendizaje guiado, los sujetos pasan a una siguiente etapa que involucra la
ejecucion de la secuencia antes mencionada con la diferencia de que en esta etapa habra
ensayos en los que ambas palancas estaran expuestas de manera simultanea y el sujeto
debe de realizar la secuencia de manera autonoma (Self-Paced Sequences). Estas
secuencias se alternaban en bloques de 3 ensayos con respecto a las secuencias guiadas
por retraccion de la palanca. Durante todo el entrenamiento el desempefio de los sujetos
fue monitoreado a partir del radio obtenido por el nimero de reforzadores obtenido dividido

entre el nUmero de intentos totales que realizé cada sujeto (Figura 7B).
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Figura 7. Los sujetos Sapap3-KO presentan un déficit en el aprendizaje de secuencias de
acciones en orden serial. A. Diagrama representativo del paradigma de orden serial: Secuencias
Guiadas por Retraccion= Forced Sequences; Secuencias Autoiniciadas= Self-Paced Sequences. B.
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autoiniciadas. (Negro: Sapap3 +/+, 9 ratones; Rojo: Sapap3 KO, 12 ratones).
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Los sujetos Sapap3 KO alteran el orden serial de la cadena al interrumpir las
secuencias individuales.

El desarrollo de secuencias de orden serial, dada la composicion de estas, da lugar a una
diversidad de formas de ejecucion que el sujeto puede realizar durante el proceso de
aprendizaje. Estas alternativas de ejecucidon se caracterizan por la interrupcion del
desarrollo de la secuencia en el orden correcto y, por tanto, imposibilitan la obtencién de la
recompensa (Figura 8B-E; Paneles Superiores). La ejecucién de las alternativas
representadas en los paneles B-E de la figura 8, es seguida de la retraccion de la palanca
disponible y de la suspension de la iluminacion en la caja operante; después de 10
segundos, se permite la ejecucion de un nuevo ensayo. La accion descrita anteriormente
se ha propuesto como un castigo al propiciar la disminucion de ejecucién de estas
alternativas erréneas e incrementar el nimero de reforzadores obtenidos (Sanchez-
Fuentes et al., 2021).

Al evaluar el desempefio de los sujetos Sapap3 KO durante el aprendizaje (primeros 100
ensayos ~ 3 sesiones) de las secuencias guiadas por retraccion, se observd que estos
sujetos presentan una tendencia a interrumpir la ejecucion de la subsecuencia 2 generando
visitas anticipadas al sitio de liberacién de la recompensa (Mann-Whitney, p<0.01; Figura
8E). Este fendmeno es evidenciado de igual manera si se analizan las sesiones de manera
individual (Anexo 3, panel D; Mann-Whitney p<0.01). Ademas, se demostré durante los
primeros ensayos que ambos grupos interrumpen la secuencia; sin embargo, los sujetos
control a lo largo del entrenamiento empiezan a completar ensayos a diferencia de los
animales Sapap3 KO que se mantienen interrumpiendo la serie (Figura 8F, Kruskall-Wallis
test, p<0.01). Lo anterior sugiere un déficit en la ejecucién de acciones en orden serial, al
presentar una mayor variabilidad en las respuestas, favoreciendo las formas erréneas
(Figura 8G, Mann-Whitney p<0.05). En resumen, los individuos Sapap3 KO sobre
seleccionan la terminacién anticipada de la secuencia para visitar el comedero para la
coleccion de la recompensa que aun no se ha liberado (Figura 8E), obteniendo menos
secuencias completas (Figura 8F) y mostrando una mayor variabilidad en sus acciones
(Figura 8G). En consecuencia, presentan una menor acumulacién de reforzadores a lo

largo del aprendizaje de este tipo de secuencias (Figura 8H, Two-way ANOVA, p<0.01).

29



A Forced

1004 Early

Performance (%)

Sapap3 KO

1 2 3

2 Sapap3 +i+ ¥ -
L
1

c ¢ Trial Breaks Breaks Breaks
B orrect Trials C Subsequence 1 D Inter-Subsequences E Subsequence 2
Subsequence 1= 4 Presses Subsequence 1 <4 Presses Subsequence 1= 4 Presses Subsequence 1= 4 Presses
Subsequence 1= 4 Presses Subsequence 1= 0 Presses Subsequence 1 =0 Presses Subsequence 1 < 4 Presses
Lever 1 '_| Lever 1 '_| Lever 1 '_| Lever 1 '_|
Presses L1 i Presses L1 H Presses L1 i Presses L1 1T
Lever2 '_| Lever 2 Lever2 l_l Lever 2
Presses L2 -~ - Presses L2 e Presses L2 - Presses L2 - H-
Reward Reward Reward Reward
Magazine Entry v Magazine Entry v Magazine Entry v Magazine Entry v
1 . 08 0.4r *
=T g . g T g
< s < < =
7] @ w %} |
s N T 03 = 08 . z 03
= 08 = T, = = . [
k) k] k] ks
. 04 0.2r .
8 f § %7 8 : 8
= = N .
g™ g 2o 7] 2 01} :
& .l g o1 g 02 ‘. s - :
o 1 o o . o J
02 - P ° . ..
e 53 B T
- —_— 80
Complete 1
Trial
TAE:
+ -HH””+ | ‘HHHWHHH : 0.8 g 60
| | ]
Sequence 2 * Z . 4
o [
0.6 *
| o =
A A" g 540
= =}
Intersecuence |‘ o 0.4 T' £
>
3 s ]
* 1 “ O 20 ‘\‘.‘,a"" s 3 KO
P apa
Sequencel Sapap3 KO 0.2 Py pap
Sapap3 +i+ s Sapap3 +/+
T T T T T T T T T 0 LI L AL L L L |
20 40 60 80 20 40 60 80
Trials Trials

Figura 8. Los sujetos Sapap3 KO interrumpen la ejecucion de cadenas de secuencias de orden serial.
A. Tomado de Figura 7B, el sombreado representa las sesiones de donde provienen los datos analizados en
esta figura (Sapap3 +/+: 11 ratones, Sapap3 KO: 13 ratones). B. Diagrama de un ensayo correcto (Panel
Superior). Proporcion de ensayos correctos para las primeras 100 repeticiones de secuencias guiadas por
retraccion (Panel Inferior). C. Diagrama de un ensayo incorrecto donde no se culmina la primera secuencia
porgue se intercala una visita al comedero (Aborto Subsecuencial = Break Subsequence 1; Panel Superior).
Proporcién de ensayos para esta categoria (Panel Inferior). D. Diagrama de un ensayo incorrecto donde se
interrumpe la serie al terminar la primera secuencia y realizar una visita al comedero (Entrada al comedero Inter-
Subsecuencia = Break Inter-Subsequence; Panel Superior). Proporcién de ensayos para esta categoria (Panel
Inferior). E. Diagrama de un ensayo incorrecto donde no se culmina la segunda secuencia porque se intercala
una visita al comedero (Aborto Secuencia 2 = Break Subsequence 2; Panel Superior). Proporcién de ensayos
para esta categoria (Panel Inferior). F. Representacion gréafica del tipo de ensayo en funcién de su posicién en
la secuencia completa a lo largo de los primeros 100 ensayos para cada uno de los grupos (Kruskall-Wallis test,
p<0.01; Error Estandar de la Media; Suavizado: 5 Ensayos; Sapap3 +/+ Negro (n=11); Sapap3 KO Rojo (n=13)).
G. Probabilidad de mantenerse realizando el mismo ensayo en dos ensayos consecutivos (Mann-Whitney
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p<0.05). H. Recompensas acumuladas a lo largo de los primeros 100 ensayos para cada grupo experimental
(Two-way ANOVA, p<0.01).

Una vez que se introdujo el entrenamiento en secuencias guiadas, se sometio a los sujetos
a un esquema donde se presentaron de manera intercalada ensayos guiados y ensayos
donde el sujeto debe definir de manera auténoma el orden y la duracién/longitud
(tiempo/numero de presiones) de los elementos individuales en la secuencia (Autoiniciados
= Self-Paced; Figura 9A). Los bloques Guiados o Autoiniciados se mantenian hasta que
se obtuvieran 3 ensayos correctos del tipo de ensayo en cuestion, por tanto, si se tienen
en cuenta las alternativas erréneas de ejecucion para cada tipo, cada bloque podia tener

mas de 3 ensayos.

En linea con los déficits encontrados durante el aprendizaje de los ensayos guiados por
retraccion, en esta fase intermedia que corresponde a los datos de las sesiones 4-6, en
este mismo tipo de ensayos; los sujetos Sapap3 KO presentaron un desempefio mas bajo
con respecto a sus controles (Mann-Whitney p<0.05, Figura 9B, inferior izquierda). Este
bajo desempefio estuvo acompafiado de una tendencia en el incremento de ensayos
caracterizados por la interrupcion de la primera subsecuencia (Breaks S1: Mann-Whitney
p=0.06; Figura 9B, inferior derecha; Anexo 4C, panel central). Cuando se analiza el
avance en la ejecucién de secuencias guiadas (Subsequence 1 -> Intersequence ->
Subsequence 2 > Complete Trial) no hubo diferencias (Figure 9C, Kruskall Wallis test,
p>0.05). Dejando de existir una diferencia en el nimero de recompensas que se acumulan
a lo largo de los ensayos con respecto al grupo control (Figura 9, Two way ANOVA
p>0.05). No obstante, los sujetos Sapap3 KO se mantuvieron con una menor probabilidad
de realizar un mismo tipo de ensayo consecutivamente (ej. presentar un ensayo correcto
después de otro; Figura 9D, Mann-Whitney p<0.05). Sugiriendo una desregulacién en los

mecanismos detras de incorporar la informacion de ensayos anteriores.

Por otro lado, en la ejecucion de las secuencias autoiniciadas, durante las primeras
sesiones donde se actualizaba la contingencia y el sujeto debia realizar la secuencia en el
orden correcto y, definir la longitud de las subsecuencias individuales, los animales Sapap3
KO presentaron una menor proporcion de ensayos correctos con respecto a los sujetos
control (Figura 9F, inferior izquierda; Mann Whitney p<0.05). Al analizar las alternativas de
errores para este tipo de secuencias, se observo una tendencia a incrementar los inicios
erroneos (caracteristicos de las secuencias autoiniciadas cuando se acumularon los
primeros 100 ensayos (Figura 9F, inferior derecha; Mann Whitney p=0.05), con diferencias

significativas al comparar sesiones individuales (Anexo 4F, panel derecho).
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De manera relevante, al igual que en los ensayos guiados, en las secuencias autoiniciadas
los sujetos KO también abortaron la ejecucion de la primera subsecuencia (Breaks S1,
Figura 9F, panel intermedio; Anexo 4C panel derecha). El hecho de que las interrupciones
se caractericen por la posterior visita al comedero y no por iniciar anticipadamente la
segunda subsecuencia (Anexo 4G, panel derecho; Breaks S1 by Press in L2),
probablemente evidencia que el abortar la serie por visitar el comedero se convirtié en una

compulsién.

Al analizar el avance en la secuencia de orden serial a lo largo de los diferentes ensayos,
los animales sapap3 KO presentaron un déficit al quedarse en las primeras partes de la
secuencia, posiblemente derivado del incremento en los inicios erroneos y abortos en la
secuencia (Figura 9G, Kruskall Wallis p<0.05; Anexo 4, paneles extrema derecha; Mann
Whitney *p<0.05, **p<0.01).

Para evaluar si el incremento en la proporcién de los inicios errbneos se daba no solo de
manera general a lo largo del desarrollo de la sesidn si no que era una conducta repetitiva
y estereotipada, similar a lo observado en los sujetos con trastorno obsesivo compulsivo,
se determin6 su probabilidad de mantenimiento, definida como el nUmero de pares de
ensayos con inicio erréneo seguido de otro inicio erroneo dividida entre el nUmero de inicios
erroneos. Se observéd que, efectivamente, los sujetos Sapap3 KO presentaban con una
mayor probabilidad el repetir un inicio erroneo después de haberse equivocado de la misma
manera en el ensayo anterior (Figura 9H, derecha; Mann Whitney p<0.01). Dado que los
ensayos erroneos son inmediatamente castigados con la retracciéon de las palancas y la
suspension de lailuminacién de la caja operante por 10 segundos, la repeticién consecutiva
del mismo tipo de ensayo sugeriria posibles déficits en la asimilacion de consecuencias
negativas en este modelo. Ademas, se determind que los sujetos Sapap3 KO presentan
una menor probabilidad de realizar dos ensayos correctos consecutivos (Figura 9H, centro;
Mann Whitney p<0.01), sugiriendo también un déficit en la incorporacion de la informacion
obtenida en ensayos anteriores también en contextos positivos (como lo es la coleccion de
un reforzador) explicando la menor acumulacién de reforzadores observada en los sujetos
Sapap3 KO (Figura 9l, Two-way ANOVA p<0.01).

32



Forced Farced middle &
1004 i
Early Self-Paced Early Sapaps KO
Sapap3 ++
= 804
=
% 60
E
o
S 404 Forced
o
20
0

Correct Trials

Leveri
Presses L1

Lever2

Presses L2

Reward

Magazine Entry

08

086

04

Proportion of Trials (%)

0.2

{Forced middle)
Breaks 51

Lever1 -

Presses L1 -

- Lever2 --r-mrmmemeoos
11 Presses L2
Reward

A Magazine Entry v

03
0.2

0.1

Complete Trial ‘ ‘ ‘ | ‘
Sequence 2 | |
Intersequence
A Sapap3 KO
Sequencel Sapap3 ++
1‘0 ZID 3:3 AID 5E
Trials
19 * *
:? 0.8 o
] o064 u
g
[
> 044
t% 03
0.2
XtoX Corr to Corr
w» 404
=
@
3
@
o
2
s
>
£
£
=1
O

Trials

33

F
(Self-Paced early)

Correct Trials Breaks 51 Wrong Starts
Lever 1 L Lever 1 . Loverd .|
Presses ----HHH - oo Presses ----F{---c--oooo Presses ---oeooocooeeoooenns
Lever2~J Lever2~J Lever2 N
Prasses Hi Presses Presses 1
Reward Reward Reward

Head Entry ----------—------3p---  Head Entry ------ R Head Entry oo
*%* 005  Lever2
Lever 1 LMagazins
0.4 04
g >
& 0.3
T 03 08
c
S 02 02
8 ©
£ 0.4
Q N
g o1 o4
a
e 02
G .
Complete Trial| e
Sequence 2 Sapap3 KO
Sapap3 +/+
Intersecuence ”H ‘ ‘H‘ i
i
st 1 gy \H‘ | \} HH‘ “\ M %
A M B i
Trial Start H
T T T T T T
20 40 60 80 100 120
Trials
H
19
Kk xx
0.5
&
2
o 0.6
3 9]
i -
5 1 &2
3
i
a2 4 o
Xto X Corr to Corr WS to WS
» 40
B
3
& 904 *$
o
o *
2 204 *
=
£
£ 109
=
(&
T T T T
20 60 80 100
Trials



Figura 9. Los sujetos Sapap3 KO presentan un deficit en el aprendizaje y ejecucion de secuencias
guiadas por retracién y autoiniciadas. A. Tomado de Figura 7B, el sombreado representa las sesiones de
donde provienen los datos analizados en esta figura (Sapap3 +/+: 11 ratones, Sapap3 KO: 13 ratones). B.
Diagrama de un ensayo correcto y un aborto de secuencia 1 (Panel Superior). Proporcion de ensayos correctos
para las primeras 3 sesiones intercaladas para los ensayos guiados por retraccion (Panel Inferior; Mann-Whitney
*p<0.05). C. Representacion grafica del tipo de ensayo en funcién de su posicién en la secuencia completa a lo
largo de los ensayos correspondientes para las primeras 3 sesiones (Kruskall-Wallis test, p>0.05; Error Estandar
de la Media; Suavizado: 5 Ensayos; Sapap3 +/+ Negro (n=11); Sapap3 KO Rojo (n=13)). D. Probabilidad de
mantenerse el mismo tipo de ensayos de manera general (X a X; Izquierda) y repetir un ensayo correcto en dos
ensayos consecutivos (Corr a Corr; Derecha). E. Recompensas acumuladas a lo largo de las primeras tres
sesiones intercaladas para ensayos guiados por retraccién (Two-way ANOVA, p>0.05). F-I. Igual a B-E para las
primeras sesiones de secuencias autoiniciadas (Self-Paced).

En resumen, la caracterizacion de los sujetos Sapap3 KO durante la adquisicion/ejecucion
de secuencias de acciones mostré que los animales de este genotipo presentan déficits
definidos por la interrupcién temprana de las secuencias (Figuras 8E, 9B, 9F y Anexo 4C
y 4F) vy, reflejados en la estructuracién serial de las secuencias (Figura 8F y 9G). Asi mismo
se documentd una alteracion en los mecanismos de retroalimentacion de los ensayos
anteriores (Correctos y Erroneos; Figuras 9D y 9H), siendo evidente que los reforzadores
parecen no seleccionar las acciones a ejecutar mientras que los castigos si sobre
seleccionan la ejecucion de secuencias especificas de movimiento. De manera importante,

ambos la ruptura temprana y los inicios erroneos podrian definirse como compulsiones.

La inhibicion de la actividad estriatal corrige los déficits observados en el
aprendizaje de secuencias de orden serial guiadas por retraccion.

En linea con la hipétesis de la existencia de una desregulacion en la actividad estriatal
detras de los déficits observados en el modelo Sapap3 KO, dados nuestros datos
presentados en el capitulo 1 y, los estudios que demuestran la participacién de esta
estructura en el aprendizaje de acciones dirigidas a objetivos y en los procesos de seleccion
y ejecuciéon de patrones motores (Jin et al., 2014; Kim et al., 2017; Yin et al., 2006), se
hipotetiz6 que la manipulacién de la actividad neuronal del estriado mejoraria el

desempenio de los sujetos deficientes de la proteina Sapap3 KO.

Para evaluar esta hipotesis se valor6 el desempefio de los sujetos durante el aprendizaje
de secuencias guiadas por retraccion y se observo que los animales Sapap3 KO, cuya
actividad en el estriado dorso medial fue inhibida en las primeras sesiones en el 50% de
los ensayos (Inhibicion optogenética por 7s, 550nm, activada por la ruptura de un haz
infrarrojo previo al inicio de la ejecucién; Figura 10A-C), presentaban un desempefio

similar al grupo de animales Sapap3 +/+, que diferian del grupo control (Figura 10A,
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Kruskall-Wallis p<0.001; Comparacion multiple de Dunn: Sapap3 +/+ vs Sapap3 KO Arch
p>0.05; Sapap3 +/+ vs Sapap3 KO eYFP p<0.05; Sapap3 KO Arch vs Sapap3 eYFP
p=0.08).

Analizando los efectos durante el entrenamiento, observamos que la inhibicion
optogenética de la actividad estriatal, a pesar de no mejorar en linea el desempefio de los
animales (Comparando ensayos con luz vs ensayos sin luz (ON/OFF); Figura 10D, panel
derecho), si reduce las interrupciones en la parte final de la serie (Figure 10D, panel
derecho; Mann Whitney p<0.05), déficits observados en el modelo Sapap3 KO durante el
aprendizaje de secuencias guiadas por retraccion (Figura 8E). Al analizar los eventos de
manera acumulada (sin separar en ensayos inhibidos/no inhibidos), se observa como los
sujetos cuya actividad estriatal fue inhibida terminan con mayor frecuencia las secuencias
de orden serial comparada con el grupo Sapap3 KO que solo expresa la proteina reportera
(Figura 10E, Two-way ANOVA: Sapap3 KO Arch vs Sapap3 KO eYFP p<0.005; Sapap3
KO eYFP vs Sapap3 +/+ p<0.005; Sapap3 KO Arch vs Sapap3 +/+ p>0.05). Para corroborar
gue los efectos derivados de la inhibicion no sean producto de una diferencia en el
desempefio durante las fases previas al entrenamiento se cuantificé el nimero promedio
de presiones por secuencia en la fase inmediata anterior (reforzamiento continuo 8). Se
determin6 que antes de que iniciara la fase de concatenacion de subsecuencias en orden

serial, no existia diferencia entre grupos (Figura 10E, inserto; Mann Whitney p<0.05).

Las observaciones anteriores sugieren un mecanismo en el que los efectos observados
tendrian influencia no directamente en el ensayo en el que se presenta el pulso de luz, sino
que actlan en términos de la historia de aprendizaje. Como un acercamiento a esta
hipotesis, se determinaron los efectos sobre la probabilidad de repetir el mismo tipo de
ensayo de manera consecutiva. A partir de este analisis podemos sugerir que los sujetos
Sapap3 KO mejoran su desempenio al incrementar la repeticion de ensayos correctos tras
un ensayo correcto (Figura 10F, Mann-Whithey p<0.05). En linea con los datos
anteriormente descritos, se evidencié que la inhibicion general de la actividad estriatal
incrementa el nimero de recompensas que los sujetos Sapap3 KO pueden acumular a lo
largo de los primeros 100 ensayos comparados con el grupo control, asemejandose a los
animales no deficientes de la proteina Sapap3 KO (Figura 10G, Two-way ANOVA,
p<0.005).

Para determinar si hay una contribucion especifica de los dos subcircuitos de proyeccién
del estriado en los efectos observados de la inhibicién general del estriado, se repitio el

protocolo de inhibicion utilizando sujetos A2a Cre Sapap3 KO y D1 Cre Sapap3 KO para la
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manipulacion especifica de la via indirecta y directa, respectivamente (Anexo 5A-B). El
desempenfio de los sujetos fue determinado para cada uno de los grupos sin encontrar
diferencias significativas (Anexo 5C, Kruskall-Wallis p>0.05). Sin embargo, solo la
inhibicién de la via estriato-palidal redujo las interrupciones en la parte final de la ejecucion
de las secuencias guidas por retraccion, déficit en los animales Sapap3-KO (Figura 10H,
derecha; Mann-Whitney p<0.05), sin afectar la proporcion de ensayos correctos (Figura
10H, izquierda; Mann-Whitney p>0.05).

La inhibicién de poblaciones estriatales especificas, a diferencia de la inhibicién general,
no produce una mejora en el desempefio de los sujetos reflejada a lo largo de los primeros
100 ensayos de secuencias guiadas por retraccion (Figura 10I; Kruskall-Wallis test
p>0.05). Ademas, se corrobor6 que los sujetos dobles transgénicos de cada uno de los
grupos experimentales no presentaban diferencias en el protocolo previo al de la
manipulacién optogenética (Figura 10I, Inserto; Mann-Whitney p>0.05).

En linea con la hipotesis de la contribucion de la inhibicion en términos del historial de
ensayos y no en linea, se evidenci6é que la manipulacion via especifica no incrementa la
probabilidad de repetir ensayos correctos, ni se reduce la probabilidad de repetir intentos
erroneos. Lo que sugiere que los efectos sobre las interrupciones en la parte final de la
secuencia, observados al inhibir la via estriato-palidal (Figura 10H, panel derecho) tienen
una accion aguda/transitoria al presentarse exclusivamente en ensayos inhibidos (en
linea). Por ultimo, al contrario de lo observado tras la inhibiciobn general, el nUmero de
recompensas acumulado a lo largo de los ensayos no se incrementa con respecto a sus

controles (Figura 10K).

36



B

Forced - Early Training

100+ Forced early s 2 KO Arch I Striatal Inhibition
— Ganana KO eYFP Inhibition
§ 804 IR Sensor  qg--em-oeoomeeees
o |>(- Light ON (p 0.5)  pmvsscmmm
(3]
S 604 ©
; {El Forced oot T 1
o
E 401 { Presses L1 i
20 4341 seirpaced ez 11
0 T T T T T Presses L2 -cocoocoooen -
1 2 3 1 2 3 4 5
days
Striatal Inhibition H Pathway Specific Inhibition
(Forced early) (Forced early)
Correct Trials Breaks Subsequence 2 Correct Trials Breaks Subsequence 2
Session 2
* 2= Session 2
— 5 * . o=
2.5 * 4
a0k 15 R —_ *
1.6 3t R
W W hd TR TR A
L [T [T [T
Q14 o 15F 2 |d - Q Eﬁ
b= = =z Z 15
o . o o . 5%5 ol
5 5 101 T 5 1
& i3 @ i pe
1.0 b i
0.8 .
Sapap3 KO Arch Sapap3 KO A2a/D1 Cre eYFP
1 Sapap3 KO eYFP = Sapap3 KO D1 Cre Arch
. Sapap3 KO AZa Cre Arch
Complete Trial | 5 Complete Trial
B vt 4111 ALAH AT O - * P
* el B THIH
Sequence 2 : * Sequence 2 It
* * i |
+ b + o | Hip HHITIT
Intersecuence E o Intersecuence romamne s
AT A
Sequence’! -, Sequence i
" 20 40 60 80 20 40 60 80
Trials Trials
1.07 * 1.0+
* —
| é é * -
1T
0.5q5a 0.5+ I I
- fﬂ m i
00 LY Vo
X Corr BS1 Interseq BS2
to to to to to X Comr BS1 Interseq BSZ
X Corr BS1 Interseq BS2 to to to to to
X Corr BS1 Interseq BS2
801 80 -
w (2}
B zZ =
604 % [ i
g il % |% % 60
o k) o
’ * | o
4 e * >
2 404 ’ 2 40
g g
g E
E 201 E 204
3 3
B B B o L e e N 37 0 =

Trials

60
Trials



Figura 10. La inhibicion optogenética estriatal corrige los déficits observados durante el
aprendizaje de secuencias motoras en serie. A. Desempefio de los sujetos a lo largo de las
sesiones de entrenamiento, el sombreado representa las sesiones inhibidas analizadas en esta
figura. Lineas continuas: secuencias guiadas por retraccion. Lineas discontinuas: secuencias
autoiniciadas. (Gris: Sapap3 +/+ eYFP, 7 ratones; Verde: Sapap3 KO Arch, 6 ratones; Café: Sapap3
KO eYFP, 9 ratones; Kruskall-Wallis p<0.001; Comparacion multiple p<0.01). B. Diagrama ilustrativo
del protocolo inhibicién. El pulso de luz era iniciado cuando el sujeto cruzaba el sensor infrarrojo en
su camino a la palanca uno. C. Panel Izquierdo: Localizacién de las fibras Opticas para cada uno de
los animales que componen los grupos experimentales Sapap3 KO Arch (circulos verdes) y Sapap3
KO eYFP (circulos amarillos). Panel Derecho: Fotomicrografia que ilustra la transfeccion viral AAV-
Syn-Arch 3.0 para un sujeto Sapap3 KO representativo. D. Panel derecho: Radio ON/OFF de la
proporcién de ensayos correctos (Mann-Whitney p>0.05); Panel Izquierdo: Radio ON/OFF de la
proporcion de interrupciones en la secuencia dos (Mann-Whitney, p<0.01). E. Representacion
gréafica del tipo de ensayo en funcién de su posicion en la secuencia completa a lo largo de los
ensayos correspondientes para las primeras 3 sesiones inhibidas (Kruskall-Wallis test, p<0.0001;
Error Estandar de la Media; Suavizado: 5 Ensayos). Inserto: Promedio de presiones por secuencia
para cada una de las palancas por grupo (Mann-Whitney, p>0.05). F. Probabilidad de mantenerse
el mismo tipo de ensayos de manera general (X a X), repetir un ensayo correcto (Corr a Corr), repetir
una interrupcién en secuencia uno (BS1 a BS1), repetir una interrupcion inter-secuencia (Inter a
Inter) o repetir una interrupcién en secuencia dos (BS2 a BS2) en dos ensayos consecutivos (Mann-
Whitney, p<0.05). G. Recompensas acumuladas a lo largo del aprendizaje de las secuencias
guiadas por reforzador donde se inhibi6 la actividad estriatal (Two way ANOVA, p<0.001). H. Similar
a D para la inhibicién via especifica (Negro: A2a/D1 Sapap3 KO eYFP, 11 ratones; Rojo: A2a
Sapap3 KO Arch, 12 ratones; Azul: D1 Sapap3 KO Arch, 6 ratones). Inserto: Determinacién del radio
ON/OFF de la proporcidon de cada tipo de ensayos para sesiones particulares (Mann-Whitney
p<0.05). I. Similar a E para los grupos de inhibicion via especifica (Kruskall-Wallis test, p>0.05; Error
Estandar de la Media; Suavizado: 5 Ensayos). Inserto: NUmero promedio de presiones por
secuencia para cada grupo (Mann-Whitney p>0.05) J. Similar a F para la inhibicién via especifica
(Mann-Whitney, p>0.05). K. Similar a G, reforzadores acumulados a lo largo de los primeros 100
ensayos (Two-way ANOVA, p>0.05).
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La inhibicién estriatal general durante el aprendizaje de secuencias autoiniciadas
reduce la presentacidén consecutiva de errores, mientras que la inhibicion de la via
estriato-palidal reduce el desempefio general de los animales Sapap3 KO.

Para evaluar si la inhibicién de la actividad estriatal tenia un efecto sobre los déficits
observados en el modelo Sapap3 KO durante la ejecucion de secuencias de orden serial
autoiniciadas (Figura 9) se disefid un protocolo de manipulacién optogenética durante las
tres primeras sesiones de entrenamiento intercalado. En estas sesiones, a pesar de que
se encontraban ensayos guiados por retraccidn y autoiniciados, solo se inhibié esta Ultima
categoria (Figura 11A-B). A diferencia de los efectos de la manipulaciéon durante el
aprendizaje de secuencias guiadas, no se observd diferencia en el desempefio de los
sujetos Sapap3 KO cuya actividad estriatal fue inhibida durante la realizacion de
secuencias seriales autoiniciadas cuando se compar6 con el grupo Sapap3 KO eYFP
control (Figura 11A, Kruskall-Wallis test p<0.05; Comparacién multiple de Dunn: Sapap3
KO Arch vs Sapap3 KO eYFP p>0.05, Sapap3 KO Arch vs Sapap3 +/+ p>0.05; Sapap3 KO
eYFP vs Sapap3 +/+ p<0.01).

Cuando se analizan los datos procedentes a los primeros 100 ensayos, en términos de
proporcion de ensayos inhibidos vs proporcién de ensayos control, se observa que no
existen afectaciones transitorias para el radio ON/OFF de ensayos correctos (Figura 11C,
panel izquierdo; Mann-Whitney p>0.05). Si se analiza exclusivamente la primera sesién, se
observa que, en linea con lo observado en las secuencias guiadas por retraccion, la
inhibiciébn general incrementa la proporcion de ensayos correctos con respecto a sus
controles (Figura 11C, panel izquierdo: Inserto; Mann-Whitney p<0.05). Durante esta
modalidad, los inicios errbneos surgen como una accion repetitiva observada en el modelo
Sapap3 KO (Figura 9F, panel izquierdo), en el andlisis de los efectos transitorios, este
déficit no se ve corregido por la inhibicion (Figura 11C, panel derecho, Mann-Whitney
p>0.05), salvo en una sesion especifica (Figura 11C, panel derecho: Inserto; Mann-
Whitney p<0.05).

Al analizar el avance en las secuencias de orden serial durante los primeros 100 ensayos,
los sujetos Sapap3 KO cuya actividad estriatal fue inhibida optogenéticamente, presentan
un mayor avance en las secuencias con respecto a sus controles (Figura 11D, Kruskall-
Wallis test, p<0.0001; Sapap3 KO Arch vs Sapap3 eYFP p<0.01). Estas observaciones,
aunadas al panel C de esta figura, sugieren que, si bien los efectos no suceden de manera
aguda, estos pudieran estar relacionados con la experiencia adquirida a lo largo de los

ensayos.
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De acuerdo con la hipétesis de que el déficit observado en los animales podria estar
relacionado con el historial de ensayos y los efectos que el castigo tiene para moldear la
conducta de los sujetos, se observd que la inhibicidn estriatal si reduce la probabilidad de
mantener los inicios erréneos de manera consecutiva (Figura 11E WS to WS, Mann-
Whitney p<0.05), lo que fortalece el argumento que la actividad del estriado contiene una
alteracion de los mecanismos que dictan el aprendizaje por castigo en los sujetos Sapap3
KO. Con respecto a la asociacion positiva mediada por el reforzamiento de ensayos
correctos, no se observé que la inhibicidn propiciara la presentacién consecutiva de estos
ensayos (Figura 11E, corr to corr; Mann-Whitney p>0.05), contrario a lo observado en los
ensayos guiados por retraccion (Figura 10F, corr to corr). Sin embargo, a pesar de reducir
la presentacion consecutiva de inicios erréneos, la inhibicion general no genera un
incremento en el nimero de reforzadores acumulados a lo largo de las primeras tres
sesiones (Figura 11F; Two-way ANOVA, Sapap3 KO Arch vs Sapap3 KO eYFP p>0.05;
Sapap3 Arch vs Sapap3 +/+ eYFP y Sapap3 KO eYFP vs Sapap3 +/+ eYFP p<0.01).

Por otra parte, se evaluaron los efectos de la inhibicién via especifica sobre el desempefio
de los sujetos durante el aprendizaje de secuencias de orden serial autoiniciadas. La
inhibicién de las vias directa e indirecta propicia una reduccién en la proporcién de ensayos
correctos cuando se compara con una condicién de no cambio (valor de 1 para el radio
ensayos con luz/ ensayos sin luz; Figura 11G, panel izquierdo, Mann-Whitney ###p>0.001,
## p<0.01). Ademas, al inhibir la via estriato-palidal se observdé una tendencia a
incrementar las interrupciones en la primera parte de la serie con respecto al grupo control
(Figura 11G, panel central; Mann-Whitney p=0.07). A diferencia de la inhibicion general, la
inhibicion via especifica no muestra un efecto sobre la probabilidad de mantenimiento,
sugiriendo que los efectos observados en términos de proporcién se dan de manera
transitoria (Figura 11I; Mann-Whitney p>0.05). Por otra parte, y relacionado a la reduccion
en la proporcién de ensayos correctos, la inhibicion especifica de la via estriato-palidal,
también impacta la conducta al reducir el numero de reforzadores acumulados a lo largo
de los ensayos (Figura 11J; Two-way ANOVA A2a/D1 Cre Sapap3 KO eYFP vs A2a Cre
Sapap3 KO p<0.01). Las observaciones anteriores sugieren que a la actividad de la via

indirecta es requerida para el correcto aprendizaje de secuencias autoiniciadas.
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Figura 11. La inhibicion de la via indirecta afecta el aprendizaje de secuencias autoiniciadas.
A. Desempefio de los sujetos a lo largo de las sesiones de entrenamiento, el sombreado representa
las sesiones inhibidas analizadas en esta figura. Lineas continuas: secuencias guiadas por
retraccion. Lineas discontinuas: secuencias autoiniciadas. (Gris: Sapap3 +/+ eYFP, 7 ratones;
Verde: Sapap3 KO Arch, 6 ratones; Café: Sapap3 KO eYFP, 9 ratones; Kruskall-Wallis p<0.001;
Comparaciéon multiple p<0.01). B. Diagrama ilustrativo del protocolo inhibicién. El pulso de luz era
iniciado cuando el sujeto cruzaba el sensor infrarrojo en su camino a la palanca uno exclusivamente
en los ensayos autoiniciados. C. Radio ON/OFF de la proporciéon de ensayos correctos (Panel
izquierdo; Mann-Whitney p>0.05). Inserto: Proporcion ON/OFF de la sesién 1 de entrenamiento
(Mann-Whitney, p=0.07); Radio ON/OFF de la proporcién de interrupciones en la secuencia uno
(Panel central; Mann-Whitney, p>0.05) y, de la proporcién de inicios erréneos (Panel derecho; Mann-
Whitney p>0.05). Inserto: Proporcion ON/OFF de la sesion 3 de entrenamiento (Mann-Whitney
p<0.05). D. Representacion grafica del tipo de ensayo en funcion de su posicion en la secuencia
completa a lo largo de los ensayos correspondientes para las primeras 3 sesiones inhibidas
(Kruskall-Wallis test, p<0.0001; Error Estandar de la Media; Suavizado: 5 Ensayos). E. Probabilidad
de mantenerse el mismo tipo de ensayos de manera general (X a X), de repetir un ensayo correcto
(Corr a Corr) o, de repetir un inicio erréneo (WS a WS) (Mann-Whitney, *p<0.05, ** p<0.01,
***n<0.0001). F. Recompensas acumuladas a lo largo del aprendizaje de las secuencias guiadas
por reforzador donde se inhibié la actividad estriatal (Two way ANOVA, p<0.001). G. Similar a C
para la inhibicion via especifica (Negro: A2a/D1 Sapap3 KO eYFP, 11 ratones; Rojo: A2a Sapap3
KO Arch, 12 ratones; Azul: D1 Sapap3 KO Arch, 6 ratones) (Mann-Whitney p=0.07; #p<0.05 en
comparacion contra un valor de uno). H. Similar a D para los grupos de inhibicién via especifica
(Kruskall-Wallis test, p<0.05; Error Estandar de la Media; Suavizado: 5 Ensayos). |. Similar a E para
la inhibicién via especifica (Mann-Whitney, p>0.05). J. Similar a F, reforzadores acumulados a lo
largo de los primeros 100 ensayos (Two-way ANOVA, p<0.05).

Inhibicién de la actividad estriatal y via especifica de los animales Sapap3 KO
durante la ejecucion de secuencias de orden serial: Protocolos Tardios.

Para evaluar si los fenotipos observados durante el aprendizaje de secuencias de orden
serial se mantenian a lo largo del tiempo, se evalué el desempefio de los sujetos en una
fase posterior del entrenamiento (Figura 12A). Se disefid una serie de protocolos de
inhibicion optogenética que se presentaron en sesiones independientes con una
probabilidad de 0.5 en ambos tipos de secuencias; el primero de ellos consistié en replicar
el protocolo de inhibicién utilizado durante la fase de aprendizaje (protocolo de inicio:
Onset) modificando la duracion del pulso de luz a 2 segundos, este era iniciado cuando el
ratbn rompia el sensor infrarrojo de camino a la primera palanca. El segundo de ellos
consistié en inhibir la actividad tras realizar la primera presién en la primera palanca
(Protocolo primera presion: First Press) y, por ultimo, el tercero consistié en inhibir la

actividad antes de la transicion entre palancas (Protocolo Transicion: Switch; Figura 12B).

Al analizar solo las secuencias guiadas por retraccion, se determind que el protocolo de
inhibicion previo al inicio (Onset), a pesar de no presentar un efecto de manera aguda en
términos de Radio ON/OFF (Figura 12C; Mann-Whitney p>0.05), asemeja los efectos
observados durante el protocolo temprano, donde se incrementa la repeticion de la accion

previa, lo que no sucede en los protocolos restantes (Figura 12D, panel izquierdo;
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Friedmann test p<0.05, comparacién mdultiple de Dunn **p<0.01). En linea con los
resultados descritos, la inhibicién previa al inicio de la serie incrementa la repeticion de
ensayos correctos, a diferencia de la inhibicion durante la transicién entre subsecuencias,
que reduce la probabilidad de mantenerse realizando ensayos correctos (Figura 12D;
panel central; Friedman test p<0.05, comparacién multiple de Dunn, **p<0.01). Lo anterior
se confirma al comparar estos datos contra el grupo control (Figura 12D, panel central;
Mann-Whitney Sapap3 KO Syn eYFP vs Sapap3 KO Syn Arch Onset p=0.07, Sapap3 KO
Syn eYFP vs Sapap3 KO Syn Arch Switch p<0.05). Ademas, de manera particular, solo la
inhibicién previa al inicio de la secuencia reduce la probabilidad de repetir los rompimientos
en la parte final de la serie (Figura 12D, panel derecho; Entre protocolos: Friedmann test
p<0.05, comparacion multiple de Dunn **p<0.01; Contra grupo control: Mann-Whitney
p<0.05). Lo que sugiere que la actividad estriatal previa al inicio de la secuencia podria
estar relacionada con la accién que se demostré que se sobre selecciona por los animales
Sapap3 KO (Break-S2, Figura 8E).

La inhibicidon de la via estriato-palidal, a pesar de no mostrar efectos agudos (Figura 12E;
Mann-Whitney p>0.05), reduce particularmente las interrupciones en la parte final de la
secuencia cuando se utiliza el protocolo previo al inicio de la secuencia (Figura 12F, panel
derecho; Mann-Whitney **p<0.01). Estos hallazgos fortalecen el argumento de que la via
indirecta es un nodo de control de acciones repetitivas observadas en el modelo de
compulsiones Sapap3 KO. Por otra parte, la inhibiciéon de la via estriato-nigral previa al
inicio reduce la repeticién de ensayos independientemente del tipo (Figura 12H, panel
izquierdo; Mann-Whitney p<0.05), particularmente los ensayos correctos (Figura 12H,
panel central; Mann-Whitney p=0.06).
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Figura 12. Inhibicidn estriatal durante la ejecucion de secuencias guiadas por retraccion:
Protocolo Tardio. A. Desempefio de los sujetos durante las sesiones de inhibicion en fases
posteriores, el sombreado representa las sesiones inhibidas analizadas en esta figura. Lineas
continuas: secuencias guiadas por retraccion. Lineas discontinuas: secuencias autoiniciadas.
Protocolo Antes de Iniciar: Onset; Protocolo Inicio: First Press; Protocolo Transicion: Switch (Café:
Sapap3 KO eYFP, 7 ratones; Verde: Sapap3 KO Arch, 6 ratones; Two-Way ANOVA p>0.05). B.
Diagrama ilustrativo de los protocolos de inhibicion utilizados (2s de duracién, un protocolo por
sesion con una probabilidad del 50%). Onset: El pulso de luz era iniciado cuando el sujeto cruzaba
el sensor infrarrojo en su camino a la palanca uno. First Press: El pulso de luz inicia tras la ejecucion
de la primera presién de la primera subsecuencia. Switch: El pulso de luz inicia tras la tercera
presion de la primera subsecuencia. C. Radio ON/OFF de la proporcion de ensayos correctos (Panel
izquierdo; Entre Protocolos: Friedmann test, p>0.05; Comparacion multiple de Dunn Onset vs
Switch p>0.05; Contra grupo control: Mann-Whitney p>0.07). Radio ON/OFF de la proporcion de
interrupciones en la subsecuencia 2 (Panel derecho; Entre Protocolos: Friedmann test, p>0.05;
Contra grupo control: Mann-Whitney p>0.05). D. Probabilidad de mantenerse el mismo tipo de
ensayos de manera general (X to X), de repetir un ensayo correcto (Correct to Correct) o, de repetir
una interrupcion en la secuencia 2(BS2 to BS2) (Verde: Comparacion entre Protocolos: Friedmann
test, **p<0.01; Café: Comparacion vs Grupo Control: Mann-Whitney, *p<0.05). E. Similar a C. para
la inhibicion especifica de la via indirecta (Entre Protocolos: Friedmann test, p>0.05; Contra grupo
control: Mann-Whitney p>0.05). F. Similar a D para la inhibicién de la via indirecta (Entre Protocolos:
Friedmann test, p>0.05; Contra grupo control: Mann-Whitney **p<0.01). G. Similara C y E para la
inhibicién especifica de la via directa (Entre Protocolos: Friedmann test, p>0.05; Contra grupo
control: Mann-Whitney p>0.05). H. Similar a D y F para la inhibiciébn de la via directa (Entre
Protocolos: Friedmann test, p>0.05; Contra grupo control: Mann-Whitney *p<0.05).

Por ultimo, se analizé el desempefio de los sujetos durante la realizacion de secuencias
autoiniciadas mientras la actividad estriatal general era inhibida con los protocolos de
inhibiciébn optogenética anteriormente descritos (Figura 13A, lineas discontinuas). Se
observé que la proporcion de ensayos correctos es reducida cuando se inhibe la actividad
estriatal antes del inicio de la ejecucion de la serie autoiniciada (Figura 13B, panel
izquierdo, Sapap3 KO Syn eYFP vs Sapap3 KO Syn Arch: Onset p<0.05). Este fen6meno
puede explicarse por el incremento en la proporcién de inicios erroneos (Figura 13B, panel
central, Sapap3 KO Syn eYFP vs Sapap3 KO Syn Arch: Onset p<0.05). Sin embargo, se
observé una reduccion de los rompimientos en la parte final de la serie como fenémeno
adicional en este protocolo de inhibicion (Figura 13B, panel derecho, Sapap3 KO Syn
eYFP vs Sapap3 KO Syn Arch p<0.01).

En términos de la probabilidad de mantenimiento consecutivo de acciones (ensayos)
especificas, la inhibicion de la actividad estriatal en todos los protocolos muestra una
tendencia a reducir la repeticion del mismo tipo de ensayo en intentos consecutivos (Figura
13C, panel extremo izquierdo; Mann Whitney *p<0.05) durante la ejecucion de secuencias
autoiniciadas. Particularmente, los protocolos que implican la inhibicion estriatal una vez
iniciada la ejecucion de la secuencia (First Press y Switch) propician una reduccién en la
probabilidad de mantener realizando ensayos correctos de manera consecutiva (Figura

13C, panel izquierdo; Mann-Whitney *p<0.05). La repeticion consecutiva de inicios
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erroneos no se ve afectada por la manipulacion de la actividad estriatal, mientras que solo
el protocolo de inhibicién durante la transicion entre subsecuencias propicia una reduccion
en la repeticién de interrupciones en la parte final de la serie autoiniciada (Figura 13C,

panel extremo derecho; Mann-Whitney *p<0.05).

La inhibicién de la via estriato-palidal en las fases tempranas de la serie (Protocolo: Onset
y Protocolo: First Press) propicia una reduccién en el desempefio de los sujetos (Figura
13D, panel izquierdo; Mann Whitney *p<0.05). Los efectos observados con estos
protocolos, a su vez, difieren de la inhibicion realizada durante la transicion entre
subsecuencias (Figura 13D, panel izquierdo; Friedmann test p<0.05, Comparacion mdultiple
de Dunn *p<0.05). Inhibir la actividad de la via indirecta previo el inicio de la ejecucion de
secuencias incremento los inicios errbneos cuando se compard contra el grupo control
(Figura 13D, panel central; Mann-Whitney p<0.001). En linea con los efectos observados
durante la manipulacion general de la actividad estriatal, la inhibicién previa al inicio reduce
las interrupciones en la parte final de la serie control (Figura 13D, panel derecho; Mann-
Whitney p<0.05). Es importante resaltar que solo la manipulacion de la via estriato-palidal
en los sujetos Sapap3 KO A2a afecta la ejecucién de la segunda secuencia lo que no
sucede de manera aguda tras la manipulacibn momento antes de transitar a la parte final
de la serie (Figura 13D, panel derecho; Friedmann test p<0.05, Comparacion multiple de
Dunn, Protocolo Onset vs Protocolo Switch p<0.05). Adicionalmente, no fueron observados
efectos sobre la probabilidad de mantenimiento durante la ejecucién de secuencias
autoiniciadas tras la inhibiciéon de la via indirecta (Figura 13E, Mann-Whitney p<0.05;

Friedmann test p>0.05, Comparacién Multiple de Dunn p<0.05).

Por ultimo, la inhibicién de la via estriato-nigral previa al inicio incrementa la proporcion de
inicios erréneos en los bloques de secuencias autoiniciadas (Figura 13F, panel central;
Mann-Whitney p<0.01), sin afectar la probabilidad de mantenimiento de este tipo de
ensayos (Figura 13G, panel central derecho; Mann-Whitney p>0.05). Sin embargo, la
inhibicién de esta subpoblacion neuronal reduce la probabilidad general de que los sujetos
repitan de manera consecutiva la accion previamente elegida (Figura 13G, panel extremo

izquierdo; Mann-Whitney p<0.05).
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Figura 13. Inhibicion estriatal durante la ejecucién de secuencias autoiniciadas: Protocolo
Tardio. A. Desempefio de los sujetos durante las sesiones de inhibicion en fases posteriores, el
sombreado representa las sesiones inhibidas analizadas en esta figura. Lineas continuas:
secuencias guiadas por retraccion. Lineas discontinuas: secuencias autoiniciadas. Protocolo Antes
de Iniciar: Onset; Protocolo Inicio: First Press; Protocolo Transicion: Switch (Café: Sapap3 KO eYFP,
7 ratones; Verde: Sapap3 KO Arch, 6 ratones; Two-Way ANOVA p>0.05). B. Radio ON/OFF de la
proporcién de ensayos correctos (Panel izquierdo; Entre Protocolos: Friedmann test, p>0.05; Contra
grupo control: Mann-Whitney *p<0.05). Radio ON/OFF de la proporcion de inicios errébneos (Panel
central; Mann-Whitney p<0.05). Radio ON/OFF de la proporcion de interrupciones en la
subsecuencia 2 (Panel derecho; Entre Protocolos: Friedmann test, p>0.05; Contra grupo control:
Mann-Whitney **p<0.01). C. Probabilidad de mantenerse el mismo tipo de ensayos de manera
general (X to X), de repetir un ensayo correcto (Correct to Correct), de repetir un inicio erréneo
(Wrong start to wrong start) o, de repetir una interrupcion en la secuencia 2(BS2 to BS2)
(Comparacion entre Protocolos: Friedmann test, p>0.05; Café: Comparacion vs Grupo Control:
Mann-Whitney, *p<0.05). D. Similar a B para la inhibicién especifica de la via indirecta (Entre
Protocolos: Friedmann test, p<0.05, Comparacion multiple de Dunn *p<0.05, *p<0.01; Contra grupo
control: Mann-Whitney p<0.05). E. Similar a C para la inhibicién de la via indirecta (Entre Protocolos:
Friedmann test, p>0.05; Contra grupo control: Mann-Whitney p>0.05). F. Similar a B y D para la
inhibicién especifica de la via directa (Entre Protocolos: Friedmann test, p>0.05; Contra grupo
control: Mann-Whitney **p<0.01). G. Similar a C y E para la inhibicién de la via directa (Entre
Protocolos: Friedmann test, p>0.05; Contra grupo control: Mann-Whitney *p<0.05).

La estandarizacion de la tarea conductual utilizada en este capitulo dio lugar a la siguiente

publicacién indexada:

Sanchez-Fuentes A., Ramirez-Armenta K.l., Verma-Rodriguez A.K., Diaz-Hernandez E.,
Aguilar-Palomares A., Ramirez-Jarquin J.O., Tecuapetla F. The Contribution of Premotor
Cortico-Striatal Projections to the Execution of Serial Order Sequences. DOI:
10.1523/ENEURO.0173-21.2021

La posterior implementacion de esta en los sujetos deficientes de la proteina Sapap3 y los
hallazgos descritos detalladamente en este capitulo forman parte de un tercer producto de

publicacién que se encuentra en preparacion (Caratula, Anexo 8).
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DISCUSION

Capitulo I. Estudio de la Contribucion Estriatal a la Generacion de Conductas
Compulsivas en el Modelo de Acicalamiento Excesivo: Sapap3 KO

En el presente estudio, se utilizé la conducta de acicalamiento excesivo como un
acercamiento al estudio de la contribucion de los circuitos estriatales a la generacion de
conductas compulsivas. Se confirmé el fenotipo de acicalamiento excesivo reportado
previamente para el modelo Sapap3-KO (Burguiére et al., 2013; Mahgoub et al., 2016;
Manning et al.,, 2019; Welch et al., 2007). Ademas, nuestro estudio aporta a la
caracterizaciéon del modelo que la duraciéon promedio de un evento de acicalamiento es

mayor en el Sapap3 KO.

Varios estudios han evaluado los efectos de la delecién de la proteina Sapap3 sobre la
locomocién con resultados contradictorios (Boom et al., 2019; Hadjas et al., 2020; Welch
et al., 2007). En este trabajo, observamos una clara reduccion de la locomocién que no se
correlaciona con la intensidad del fenotipo de acicalamiento. Esta falta de correlacion entre
el acicalamiento y otras conductas se ha reportado anteriormente para el fendmeno de
acicalamiento y la ansiedad (Boom et al., 2019; Manning et al., 2019), asi como para el
acicalamiento y el desempefio en el condicionamiento operante (Manning et al., 2019), lo
gue apoya la idea de que pudieran ser mecanismos independientes los que gobiernan

estos fenébmenos.

Durante los registros de imagenologia de calcio de la actividad estriatal a nivel de célula
Unica en ratones Sapap3-KO en libre movimiento, se observo que las sefales de calcio
eran mas pequefias en amplitud con respecto al grupo control. Lo anterior, corrobora los
hallazgos in vitro, que sugieren una alteracion en las corrientes postsinapticas en neuronas
espinosas medianas (MSN, por sus siglas en inglés) mediada por receptores AMPA en
ratones Sapap3-KO después de la estimulacion cortical (Chen et al., 2011; Hadjas et al.,
2019; Wan et al., 2011; Welch et al., 2007). Este proyecto se enfoco en estudiar la region
posterior del estriado (segun Matamales et al. 2016, el rango de coordenadas anatomicas
gue cubre el estriado posterior es de 0,5 mm a -1,5 mm), ya que se ha asociado con la
flexibilidad conductual y la transicidbn de conductas dirigidas a objetivos a conductas
habituales (Matamales et al., 2020; Yin et al., 2006), ademas de recibir entradas de OFCy
M2, regiones que han sido implicadas en la generacion de compulsiones (Radua et al.,
2010; J.-Y. Rotge et al., 2008; Shaw et al., 2015) .
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La proporcion de neuronas moduladas durante el inicio y mantenimiento del acicalamiento
fue mayor en los sujetos deficientes de la proteina Sapap3 comparada con animales
control. Este hallazgo coincide con estudios que reportan la modulacion de la actividad en
varias regiones del cerebro, incluido el ndcleo caudado, durante los protocolos de
provocacion sintomatica en pacientes con TOC (Radua et al., 2010; Rauch et al., 1994; J.
Y. Rotge et al., 2009). Por ejemplo, se ha demostrado la activacién del ndcleo caudado
durante la provocacion de conductas de descontaminacion (Mataix-Cols et al., 2004).
Nuestros resultados sugieren que la actividad sostenida de las células estriatales durante
la serie de acicalamiento puede estar detras del mantenimiento de las secuencias motoras

compulsivas.

Contrario a nuestra hipétesis inicial, basada en la activacion de las células del estriado
durante los eventos de acicalamiento en el modelo de compulsiones, la inhibicion de la
actividad del estriado exacerb6 el fenotipo de acicalamiento. Una posible explicaciéon es
gue este protocolo de inhibicién afecta no solo a las neuronas de proyeccion, si no que
inhibe la actividad de las interneuronas estriatales, cuyo papel clave en la regulacién de la
actividad estriatal ya se ha demostrado (Silberberg & Bolam, 2015; Tepper et al., 2018).
Por ejemplo, estudios anteriores han sugerido que las interneuronas de parvalbimina
contribuyen a la generacién de respuestas compulsivas (Burguiére et al., 2013; Corbit et
al., 2019; Hadjas et al., 2020). Es importante destacar que, aungue no se observé una
relacién entre el acicalamiento y la locomocion en el Sapap3-KO sin inhibicién de la luz al
inhibir las neuronas del estriado dorso-medial de manera inespecifica, se observé una
relacion entre estos dos parametros ya que el aumento del acicalamiento correspondi6 a
los segundos en los que se la locomocion se encontré decrementada. Por tanto, se sugiere
una relacion entre estos dos parametros en el Sapap3-KO mediada por la actividad del
nucleo estriado. Es importante tener en cuenta que en los grupos control (Sapap3-KO

eYFP y C57BL6/J Arch) el acicalamiento y la locomocién no se vieron afectados.

La reduccién en el fenotipo de acicalamiento observada durante la inhibicién especifica de
las neuronas de la via indirecta podria explicarse a la luz de estudios que analizan los
efectos de los farmacos utilizados para tratar las conductas compulsivas en pacientes con
TOC. Los principales agentes farmacologicos utilizados para tratar el TOC son inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS). Estudios anteriores han demostrado que
los ISRS, como la fluvoxamina, aumentan la disponibilidad de los receptores D2, asi como
su afinidad de union, lo que se ha asociado con la eficacia del tratamiento (Ducasse et al.,
2014; Moresco et al., 2007). Como los receptores D2 estan relacionados con la disminucion

de la excitabilidad neuronal y se utilizan como marcador de las neuronas de la via indirecta
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en el cuerpo estriado (Surmeier et al., 1996), la reduccién de los episodios de acicalamiento
observados durante la inhibicién de esta via puede explicar en parte los efectos observados
durante el tratamiento del TOC. Ademas, esta contribucion especifica de la via podria estar
relacionada con el hecho de que en este modelo se han descrito déficits cortico-estriatales
especificos (p. Ej., Alteracion en la interaccion de las entradas cortico-estriatales; (Corbit
et al., 2019; Hadjas et al., 2020; Simon et al., 2010)), quizas especificamente en neuronas
de la via indirecta. Los estudios de resonancia magnética funcional han demostrado la
activacion de la corteza orbitofrontal lateral (IOFC) durante las tareas de provocacion
sintomatica en pacientes con TOC (J.-Y. Rotge et al., 2008; Simon et al., 2010), y se ha
sugerido que la inhibicion de la actividad estriatal mediante la activacion de las terminales
de IOFC reduce el comportamiento de aseo excesivo en un paradigma de
condicionamiento clasico (Burguiére et al., 2013). En otro estudio, las neuronas espinosas
del medio estriado mostraron una respuesta aumentada a la activacion optogenética in vitro
de los terminales M2 en el cuerpo estriado en los ratones Sapap3-KO, lo que sugiere una
desregulacion de la actividad en el circuito cortico-estriatal (Corbit et al., 2019). Se
necesitan estudios mas detallados para dilucidar la contribuciébn de circuitos cortico-

estriatales-talamico especificos a la generacion de conductas compulsivas.

Finalmente, la inhibicibn de las neuronas estriatales de la via directa aumentd la
locomocién en campo abierto de los animales Sapap3-KO, lo cual no pudo observarse en
animales control, lo que indica que ambas vias estriatales estan desreguladas en estos
ratones. Las alteraciones observadas en los circuitos cortico-estriatales reportadas en este
modelo podrian impactar en el procesamiento y selecciébn de programas motores,
funciones asociadas al nucleo estriado (Kim et al., 2017; Schmidt et al., 2013), el cual se
ha sugerido estar alterado en pacientes con TOC (Ahmari & Dougherty, 2015; Saxena et
al., 2001). Otra explicacion de los efectos conductuales inducidos por la inhibicion
optogenética podria ser que las alteraciones de la frecuencia de activacion neuronal

podrian generar patrones patol6gicos en el cuerpo estriado (Grover et al., 2021).

En resumen, los ratones Sapap3-KO presentan, ademas de un fenotipo de acicalamiento
excesivo, disminucion de la locomocion y eventos de calcio mas pequefios que los sujetos
Sapap3 +/+. Ademas, la inhibiciébn optogenética del cuerpo estriado (DMS) aumenta el
acicalamiento excesivo y reduce la locomocion general en el modelo de compulsiones:
Sapap3 KO. De manera importante, solo la inhibicién especifica de las neuronas estriato-
palidales disminuye el fenotipo de acicalamiento observado en los ratones Sapap3 KO. Es
importante destacar que la inhibicién especifica tanto de la via directa como de la indirecta

aumenta la locomocién en los ratones Sapap3 KO, lo que sugiere una contribucion
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particular de esta Ultima en el control de la locomocion en este modelo. La reduccion de los
fenotipos patologicos observados en el modelo Sapap3 KO (acicalamiento excesivo y
locomocién decrementada) mediante la inhibicion de la via indirecta sugiere que los
tratamientos que alivian los sintomas compulsivos en pacientes con TOC podrian funcionar

a través de esta poblacion estriatal.

Capitulo 2: Estudio de la Contribucion Estriatal sobre el Aprendizaje y Ejecucién de
Secuencias de Orden Serial en Modelo de Compulsiones: Sapap3 KO.

Partiendo de las hipotesis donde la pérdida de sensibilidad a los vinculos accion-
recompensa Yy las alteraciones en los procesos de seleccion de acciones subyacen la
generacion de conductas compulsivas (Everitt & Robbins, 2005; Fava et al., 2014; Robbins
et al.,, 2012), implementamos el paradigma conductual de secuencias de orden serial
reportado por Sanchez-Fuentes y colaboradores (Sanchez-Fuentes et al., 2021) en el
modelo de compulsiones Sapap3 KO. Dicho paradigma nos permitié estudiar el aprendizaje
y ejecucién de conductas seriales dirigidas a objetivos en dos modalidades: 1) secuencias

guiadas por estimulos externos y, 2) secuencias autodeterminadas por el individuo.

Se observo que los sujetos Sapap3 KO, durante el desarrollo de secuencias de orden serial
guiadas por el estimulo de retraccién, presentan una tendencia a interrumpir la ejecucion
en la parte final de la secuencia, generando visitas anticipadas al sitio de liberacién de la
recompensa, lo que propicia una reduccién en la acumulacién de reforzadores comparados
con sujetos control. En relacion directa con este hallazgo, se ha demostrado que, lesiones
en el estriado dorsal de ratas causa una reduccién (mayor al 50%) en la tasa de terminacion
de una secuencia de orden serial innata (Cromwell & Berridge, 1996). Asi mismo, se ha
reportado que manipulaciones optogenéticas de la actividad de neuronas estriatales,
propician alteraciones en la estructura de secuencias de palanqueo (Geddes et al., 2018;
Sanchez-Fuentes et al., 2021; Tecuapetla et al., 2016). Los animales Sapap3 KO, cuya
actividad en el estriado dorso-medial fue inhibida redujeron particularmente las
interrupciones en la parte final de la serie, presentando un desempefio similar al grupo de
animales Sapap3 +/+. La reduccién de este patrén conductual especifico fue confirmado al
inhibir exclusivamente la actividad de neuronas de la via estriato-palidal. Estudios previos
han reportado que la activacion de las neuronas de la via indirecta en animales control,
propicia rompimientos anticipados de las secuencias que se estan ejecutando (Geddes et

al., 2018; Tecuapetla et al., 2016). Por tanto, estos resultados sugieren una alteracion en
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los patrones de actividad estriatal, particularmente de la via indirecta (hiperactivacion), que
subyacen los déficits observados en el desarrollo de secuencias de orden serial en el
modelo Sapap3 KO, caracterizados por la terminacion anticipada repetitiva de dichas

secuencias.

Con respecto a la ejecucion de secuencias autoiniciadas, se observo que los sujetos
Sapap3 KO presentaban con una mayor probabilidad la repeticion de un inicio erréneo
después de haberse equivocado de la misma manera en el ensayo anterior. Estos
resultados coinciden con reportes en los que pacientes diagnosticados con OCD presentan
una mayor tendencia a permanecer eligiendo la misma accion tras una consecuencia
negativa en tareas de “eleccion de un/dos paso/s” o de “cambio intradimensional” con
respecto a individuos sanos (Castro-Rodrigues et al., 2020; Samuel R. Chamberlain et al.,
2007; Voon et al., 2015). En este trabajo se demostrd que solo la inhibicion estriatal general,
y no via especifica, reduce la probabilidad de presentar inicios erroneos de manera
consecutiva. Es importante hacer hincapié que los efectos no se observaron de manera
transitoria (solo en ensayos inhibidos) si no en términos del historial de ensayos. Los
resultados expuestos fortalecen el argumento de que el modelo de compulsiones Sapap3
KO también presenta alteraciones en los mecanismos de aprendizaje por asociacion
negativa similar a los observados en los individuos con OCD, y que estos pueden ser

aminorados tras la manipulacién de la actividad estriatal.

Con respecto a los efectos de la inhibicion estriatal y via especifica en periodos posteriores
del entrenamiento, solo la inhibicién previa al inicio de la secuencia de orden serial guiada
y autoiniciada, reduce la probabilidad de rompimientos en la parte final de la serie. Lo que
sugiere que la actividad estriatal previa al inicio de la secuencia podria estar relacionada
con la accién que se demostré que se sobre selecciona por los animales Sapap3 KO. Se
ha reportado que la actividad estriatal observada previa al inicio de una secuencia
autoiniciada aprendida estd relacionada con la ejecucion de un patréon conductual
especifico (Jin & Costa, 2010), lo que permitiria hipotetizar que al reducir la actividad
previa al inicio de una secuencia en ratones Sapap3 KO, permitiria la seleccién de otros

patrones motores que compiten con el que se repite en mayor proporcion.

En términos de la contribucion via especifica en periodos posteriores, la inhibicién de la via
estriato-palidal durante la fase tardia del entrenamiento, nuevamente reduce
particularmente las interrupciones en la parte final de la secuencia cuando se utiliza el
protocolo previo al inicio. Estos hallazgos fortalecen el argumento de que la via indirecta

surge como un nodo de control de acciones repetitivas observadas en el modelo de
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compulsiones Sapap3 KO. La inhibicion de la via estriato-nigral previa al inicio de reduce
la repeticion de ensayos independientemente del tipo, particularmente los ensayos
correctos, lo que coincide con la literatura que reporta la repeticion consecutiva de la misma

accion tras la activacion optogenética (Tecuapetla et al., 2016).
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CONCLUSIONES

- Se implementé y verifico el fenotipo de acicalamiento excesivo reportado para el modelo
de compulsiones Sapap3 KO. Se confirmd el incremento en el nUmero y la duracion de los
episodios de acicalamiento, asi como el decremento en la actividad locomotriz de los

sujetos Sapap3 KO.

- Se demostré que la proporciéon de neuronas estriatales asociadas a la conducta de
acicalamiento esta incrementada en los sujetos Sapap3 KO. Ademas, se evidencié un
fendmeno de acumulacién de actividad durante la generacion de eventos de acicalamiento

en serie.

-Se evidenci6 que la inhibicion optogenética especifica de la via estriato-palidal en sujetos
Sapap3 KO reduce el fenébmeno de acicalamiento exacerbado caracteristico del modelo.
Por el contrario, la inhibicion general del estriado propicia el incremento de estas conductas

compulsivas.

-Se implementé un paradigma de orden serial para el aprendizaje de acciones en
secuencia y, se observo que el modelo Sapap3 KO presenta un déficit en desarrollo de
secuencias en serie, caracterizado por la compulsién de terminar anticipadamente las

secuencias de orden serial.

- Se observé que la manipulacién optogenética estriatal y via especifica (estriato-palidal)
corrige los déficits durante el aprendizaje de secuencias guiadas. Lo anterior resalta la
importancia de la via indirecta en los fenotipos observados en el modelo de compulsiones
Sapap3 KO.

- Se document6 que los sujetos Sapap3 KO presentan alteraciones en mecanismos de
aprendizaje por reforzamiento/castigo que pueden ser aminorados tras la inhibicion
estriatal general. Los resultados anteriores sugieren un complejo mecanismo detras de las

alteraciones en el desarrollo de acciones dirigidas a objetivos.
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ANEXOS

A B
25 Sapap3 +/+
Sapap3 /-
20 °
o ]
o ®
S °
8 15 4 [
&
g [ ]
o 10 ' P
@ ) Pvalue >0.05
=
° °
5 0 ¢ [ .
Pvalue >0.05
°
- ] .

0.05 0.1
Calcium Events Amplitude (Deconvoluted Signal)

Anexo 1. A) Porcentaje de decaimiento de la sefial para cada sesion (Negro: Sapap3 +/+; Rojo:
Sapap3 KO; p>0.05, U-Mann-Whitney; La degradacién de los colores representa sesiones
consecutivas). Las lineas horizontales representan los valores medios de cada grupo. B) Funcion
de la distribucion acumulada (Cumulative Distribution Function: CDF) para las amplitudes de la sefial
deconvolucionada de tres sesiones consecutivas incluidas en la figura 2 para los sujetos que se
registraron por mas de una sesion (Sapap3 +/+: 4 ratones, Sapap3-KO: 3 ratones; p>0.05,
Kolmogorov-Smirnov).
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Anexo 2. A. Mapa de color de las neuronas estriatales alineado al inicio del acicalamiento (Mediana
z-score). B. Proporcion de células moduladas (Sapap3** Negativamente: 8; Positivamente: 2; No
moduladas: 101 Células; Sapap3-KO Negativamente: 4; Positivamente: 9, No moduladas: 55

Células; Chi-square, p<0.01).
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Anexo 3. A. Diagrama de un ensayo correcto (Panel Superior). Proporcion de ensayos correctos para las primeras 3
sesiones de secuencias guiadas por retraccién (Panel Inferior). C. Diagrama de un ensayo incorrecto donde no se
culmina la primera secuencia porque se intercala una visita al comedero (Aborto Subsecuencial; Panel Superior).
Proporcién de ensayos para esta categoria (Panel Inferior). D. Diagrama de un ensayo incorrecto donde se interrumpe
la serie al terminar la primera secuencia y realizar una visita al comedero (Entrada al comedero Inter-Subsecuencia;
Panel Superior). Proporcién de ensayos para esta categoria (Panel Inferior). E. Diagrama de un ensayo incorrecto
donde no se culmina la segunda secuencia porque se intercala una visita al comedero (Aborto Secuencia 2; Panel
Superior). Proporcién de ensayos para esta categoria (Panel Inferior).
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Anexo 4. B. Diagrama representativo de un ensayo correcto (izquierda). Proporciéon de ensayos correctos
para las primeras 5 sesiones de secuencias guidas por retraccion y autoiniciadas (centro y derecha
respectivamente; U-Mann Whitney * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001). C. Diagrama representativo de un aborto
en la primera subsecuencia (izquierda). Proporcién de abortos en subsecuencia uno para las primeras 5
sesiones de secuencias guidas por retraccion y autoiniciadas (centro y derecha respectivamente; U-Mann
Whitney * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001). D. Diagrama representativo de un rompimiento Inter-secuencia
(Izquierda). Proporcion de abortos en subsecuencia uno para las primeras 5 sesiones de secuencias guidas
por retraccion y autoiniciadas (centro y derecha respectivamente; U-Mann Whitney, p>0.05). E. Diagrama
representativo de un aborto en la segunda secuencia. Proporcion de abortos en subsecuencia dos para las
primeras 5 sesiones de secuencias guidas por retraccion y autoiniciadas (centro y derecha respectivamente;
U-Mann Whitney, p>0.05). F. Diagrama representativo donde un sujeto inicia en la subsecuencia erronea
(Wrong-Start, izquierda). Proporcion de inicios errneos para las primeras 5 sesiones de secuencias
autoiniciadas (derecha; U-Mann Whitney * p<0.05, ** p<0.01). G. Diagrama representativo de un ensayo donde
el sujeto interrumpe la primera secuencia al presionar la segunda palanca (Breaks S1 by Press L2; Izquierda).
Proporcion de ensayos en esta categoria (derecha; U-Mann Whitney * p<0.05).
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Anexo 5. A. Diagrama representativo de la localizacién de las puntas de las fibras épticas para cada
uno de los animales que componen los grupos A2a Cre Sapap3 KO Arch (puntos verdes) y A2a Cre
Sapap3 KO eYFP (puntos amarillos) [Paneles Derecha]; Fotomicrografias representativas de la
transfeccion viral de un animal A2a Cre Sapap3 KO Arch: 1: Localizacién de la fibra 6ptica en el
estriado y expresion de la opsina con marcador fluorescente. 2: Marca fluorescente de las
proyecciones hacia el globo palido externo provenientes de las neuronas estriatales. 3. Ausencia de
marca en la sustancia nigra pars reticulata, lo que confirma la expresidon en neuronas estriato-
palidales [Paneles Izquierda]. B. Similar a A, para la localizacion de las fibras 6pticas de los grupos
D1 Cre Sapap3 KO Arch (puntos verdes) y D1 Cre Sapap3 KO eYFP (puntos amarillos).
Fotomicrografias representativas de la expresion viral en el estriado, globo pélido y sustancia nigra
pars reticulata en un animal D1 Cre Sapap3 KO Arch representativo. C. Desempefio de los grupos
antes mencionados a lo largo del aprendizaje de secuencias guiadas por retraccion y autoiniciadas.
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Anexo 6. Caratula Articulo I: Optogenetic Inhibition of Indirect Pathway Neurons in the Dorsomedial
Striatum Reduces Excessive Grooming in Sapap3-KO mice, derivado de los resultados del capitulo
1.

ARTICLE
Optogenetic inhibition of indirect pathway neurons in the
dorsomedial striatum reduces excessive grooming in

Sapap3-knockout mice

. EREERraEcs

Kathia |. Ramirez-Armenta’, Hector Al striste-Ledn', Anil K. Verma-Rodrigues’, Argelia Lanos Mareno |, Josub O. Ramirez-) arquin " and

Fatuel Tecuapetla(' =

& The Authosfs], under exchebe Bence to Amedcan Gollege of Newrops ychophanmaoalogy 2021

Excessive grooming of 5apap3-KD mice has been wed a5 & model of obsesgy

disorder (OCD]). Previows shadies

sugget that dysmegulstion of cortico-stristal ciruits is critically important in the generafion of compulsive behaviors, and it has
e propoied that the slteration in the activity pattenns of stristal dirouitry underdies the excessive grooming observed in Sapap3-
KD miice To test this hypothess, we wed in-vivo caldium imaging of individual cells to recond stfatal activity in these animals and
aptoqgenstic inhibition to manipulate this activity. We identified sthatal newnons that are modulsted during groaming behaior and
founed that their proportion is significantly larger in Sapap3-KO mice compared to willd-ty pe litermates Inhibition of stristal cells in
Sapa p3-K0 mice increased e number of grooming episodes observed Remarkably, the specific inhibition of indirect pathway

newnons decreased the ooourmence of groaming events. Our msults indicate tat there i stristal newral sctivity related 1o exoessive
rooming engagement in Sapap3-KO mice. We abo demonstrate, for the first Sme, that specific inhibition of stristal indirect

pathway newrons reduces his compulsive

. suggeting that reatments that alledate compulsive symploms in OCD

phenctype,
patients may exert their effects throwgh this specific swiatal populstion
Newrapaychopharmacalogy (022) AT077-487; hitpssdoiorg’ 11 (B840 386-021-01 1619

INTRODLMCTION

The perfofmance of sequentisl actions has been linked to the
active participation of cortico-basal ganglis-thalamic loops. Dis-
oders that affect these loops result in aberrant phenotypes
mlsted to the generastion and control of motor behaviors [1-5].
Compulsions am an eample of deficits in the contrd of sequence
Ibehavion and are defined 25 & series of actions that an individuwal
Epeats despite negative consequences. They are a chamctenistic
festune of vafous disorders and a hallmark symptom of patients
disgnoded with obesive-compuliive disordss (OOD) |6 71
Studies with DOD patients have cal alters-
Hiond in cortioo-3 tristal-thalamic cirowits [B-10] and hy peractiv ation
of these regiond during symptomatic provocation pamdigms.
These alterstions suggest a key role for these cirouits in the
generafion and regulstion of compubive behavors [11-131.
Animal models of compulsivity have been wied to wnderstand
the physiology that undedies compubiive behaiors, often
through the guantificstion of excesgve groming [14-16].
Sapap3-KD mice camy & constituive deletion o the Sap90/
PadS mwocisted protein 3 (Digap3 o Gkap). This protein
infirectly participates in the association of glutamatengic recep-
e in the posaynaptic membrane [15, 17]. Sapapd expression i
found in several brain mgions induded the neccortes, hippo-
campus, cerebellum, and stristum, with the highest expression
being found in the stristum [18]. Mice lacking this protein display
exredive groming thet generstes leions on the Boe and body

of #he animals jconstroct validity L. This is reduced when Sapap3 s
woonatitited into the stristinm of wihen mice are trested with
fheosefine (predictive validity] [15, 19, 200

Expefimental evidence has shown that the innate grooming
behavior olderved in mice S represented in the stristal activity
[21, 22] Repested optogenetic activation of orbitofrontal cortex
JOFC) ingurts. to the stristum has been shown to generate episodes
of excessive grooming in wild-type mice [23]. Consistent with
Stristal involvement, it has been sugoested that a reduction in
atrigtal achvity, induced by activation o specific contical inputs,
mdeces the excesive grooming phenotype observed in the
Sapap3-KO during the presentation of a condifioned stimulus [19].
Furthermore, alterations in the synaptic strength |enhancemant or
depressing) of anedior cingulate (ACC), OFC, motor A1) and
pemotor (M2 cottico-striatal inputs in Sapap3-KD mice heve
Ibeen demonstmted [24, 25]. Additional evidence for involwement
of stristal activity in the excesive grooming of 5apap3-K0 mice, s
an imbalance in basal ganglia subcircuits after in vite cortice-
stristal stimilaton [26] Some authors attribuee this imbalance o
alterations in mGIuRS signaling [26, 27]. a receptor which is highly
expressed in the stristem [28, 29). These findings support the
Inypothesis that alterations in stristal sctivity patterns contribute to
the generation of compulsive episodes. To test this hypothesis, we
excamined the contribution of siriatal newnns bo the generation of
compulsions. wsing the excesive groaming behavior observed in
e Sapap3-K0. We examined newrsl sctivity during the groeming
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Abstract

Stristal activity is necessary to initiste and axecute sequences of actions. The main excitatory input to the
striatum comes from the cortex. Whila it is hypothesized that motor and pramotor cortico-striatal projactions
are importart to guide striatal activity during the execution of sequences of actions, technical limitations have
mada this challenging to address. Here, we implemantad a task in mice that allows for the study of different
momeants to exacute a serial ordar sequence consisting of two subsequances of actions. Using this task, we
paformed slectrophysiclogical recondings in the pramotor (M2) and primary motor (M1) cortices, and stata-
depandant optogenstic inhibitions of their cotico-stiatal projactions. We show that while both M2 and M1
contain activity modulations relatad to the execution of self-pacad sequances, mainly, the premotor cortico-
striatal projactions contribute to the proper execution/structuring of these sequences.

Koy wards: action sequences; cortico-striatal; motor cortex; optogensatics; premotor cortax; synapses

rﬂgﬁnﬂm Staterment )
It is cumantly hypothesized that synapses from the paimary motor (M1) and premotor (M2) cortices that in-
narvate tha striatum may guide tha propear execution of sequanceas. Ham, we evaluatad this hypothasis by
training animals to exacute self-pacad saquances: parforming recordings in M2-M1 or manipulating their
cortico-striatal projections during the execution of these sequenceas. We show that both, M2-M1 cortico-
striatal projections contribute to sequence initiation, howsver sequance execution is predominantly
influanced by M2. Remarkably the contribution of the cortico-striatal projactions from M2 is mainly before
tha initiation of tha saquanca warking to sustain the structura of the sequences, mainly during the begin-
ning. Thesa findings may have implications for pathologic conditions whara the salf-paced generation of sa-

\hqu.nmea of actions is impairad.

o

Introduction

In everyday lite, we continuously move betwesn se-
quences of motor actions. One of the main proposad driv-
ers imvolved in the leaming and emscution of motor
saquences are cortico-striatal projections. The study of
ection sequences in relation to cortico-striatal function
has become increasingly important since the discovery
Fnecaiviad Aol 17, S021; accepted August B, 021; Fret puiished August 21,
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that symptoms in patients with Parkinson's disesse and
obsessive-compulsive disorder maybe be caused by dis-
ruptions to cortico-siriatal projections (Graybiel, 1998;
Redgrave et al., 2010; Burguigre et al., 2013).

The striatum, the primary input to basal ganglia [BG), is
& subcaortical struc ture whosa activity is necessary to initi-
ate and execute a sequence of actions (Cui et al, 2013;

Sy comtbficra: A5 F. and FI. demlgrd reassecic A5 BULRLA_
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Anexo 7. Caréatula Articulo 1l: The Contribution of Premotor Cortico-Striatal Projection to the
Execution of Serial Order Sequences, derivado de la implementacion del paradigma conductual
utilizado en el capitulo 2.
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Anexo 8. Caratula Articulo IlIl: Contribution of Striatal Circuits to Learning of Serial Order Sequences
in the Sapap3 KO mice, derivado de los hallazgos del capitulo 2.

71



	Portada 
	Contenido 
	Lista de Abreviaturas 
	Resumen 
	Introducción 
	Antecedentes 
	Pregunta de Investigación  Hipótesis 
	Objetivos 
	Metodología  
	Resultados
	Discusión 
	Conclusiones 
	Referencias
	Anexos



