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Resumen

El trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) se caracteriza por
presentar compulsiones, definidas como conductas repetitivas que
afectan la calidad de vida de los sujetos. Para estudiar la generacion
de las compulsiones, en este estudio se utilizé el modelo de ratén
deficiente de la proteina SAPAP3 (Sapap3-KO). SAPAP3 tiene como
funcién acoplar a la proteina PSD-95 a la membrana celular; a su
vez, PSD-95 permite anclar a la membrana a los receptores NMDA
y AMPA. La expresion de la proteina SAPAP3 sucede en mayor
medida en el estriado en comparacion a otras estructuras cerebrales
y cuando no se expresa SAPAP3, como es el caso de los ratones
Sapap3-KO, los animales presentan una conducta tipo compulsiva
llamada acicalado excesivo. El modelo Sapap3-KO permite el
estudio de los mecanismos subyacentes a algunas compulsiones de
tipo motor. Se han caracterizado dos vias en el estriado: la directa e
indirecta. La hipotesis mas comun sugiere que la primera promueve
la actividad, mientras que la segunda la inhibe; aunque
recientemente se ha cuestionado esta vision (Cui 2013). La
restitucion de la proteina en el estriado permite preguntar si la
presencia de la SAPAP3 en una u otra via afecta la expresion del
acicalado excesivo. Los resultados preliminares de este trabajo
indican que la restitucion de Sapap3 en la via indirecta aumenta el
acicalado excesivo; mientras que su restitucion en la via directa
muestra una tendencia a disminuirlo. Estos resultados suman al
entendimiento de la configuracion del estriado sobre la presencia de
compulsiones de tipo motor.

Para futuros trabajos, planteamos la restitucion de la proteina
SAPAP3 en diferentes etapas del desarrollo y en ambas vias,

ademas de su evaluacion en conductas repetitivas aprendidas.
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Introduccion

Desde el punto de vista clinico, las compulsiones son precedidas por
pensamientos recurrentes, urgentes e involuntarios que producen ansiedad; todo
esto en conjunto entran en la categoria de obsesiones. Para detener la presencia
de las obsesiones se llevan a cabo conductas repetitivas, ritualisticas, secuenciales
y desadaptativas llamadas compulsiones (Denys, 2011). Tanto las obsesiones
como las compulsiones son dos elementos que convergen en el trastorno obsesivo-
compulsivo (TOC) (Asociacion Estadounidense de Psiquiatria, 2013), que afecta al
1% de la poblacion mundial (Franklin & Foa, 2011) y entre el 1-5% de la poblacién
mexicana (Salud, 2016).

Para aproximarnos al estudio de las compulsiones, en este estudio, utilizamos
el modelo de raton Sapap3-KO. Estos ratones presentan acicalado excesivo que les
produce cicatrices en el rostro y cuerpo, observando que la restitucion de Sapap3
en el estriado les disminuye el acicalado excesivo (Welch, 2006). El estriado esta
constituido por dos vias de proyeccion: la via directa e indirecta. Cada una expresa
diferentes receptores de dopamina: la via directa receptores D1, mientras que la
indirecta D2. Esto nos permite preguntar: ¢ se lograran ver efectos similares a los
reportados por Welch si la restitucion se realiza de manera especifica en cada una
de las vias de manera independiente? La hipotesis mas utilizada es que ambas vias
contribuyen de manera opuesta al movimiento: la via directa promoviendo el
movimiento y la indirecta inhibiéndolo (Gerfen, 2000; Kravitz, 2012). Esta idea nos
hace suponer que la restitucion de SAPAP3 en la via directa facilitara el acicalado
excesivo, mientras la restitucion en la via indirecta lo decrementara en los ratones
Sapap3-KO. Por otro lado, hay trabajos que hablan de una cooperacién entre ambas
vias en el momento de realizar tareas particulares: como seleccionar el programa
motor adecuado para realizar una tarea especifica (Peak y Balleine, 2019; Cui,
2013). Esto nos hace suponer que no sera suficiente la restitucion de SAPAP3 en
las vias independientes para afectar el acicalamiento excesivo. Para poner a prueba
estas hipétesis desarrollamos una estrategia para la expresion de SAPAP3 en las

vias especificas del estriado de ratones Sapap3-KO.



Antecedentes

Para poder abordar el tema de la restitucion de la proteina SAPAP3 en el
estriado y sus efectos sobre la generacibn de compulsiones, usando el
acicalamiento excesivo como modelo, en esta seccién se abordard qué son las
compulsiones y su relacion con el trastorno obsesivo-compulsivo, asi como su

relaciéon con el estriado.

Compulsiones en el Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC)

El tener conductas repetitivas, secuenciales y ritualistas puede empezar como
acciones para conseguir objetivos particulares que, con el reforzamiento continuo,
se vuelven habituales. Se hipotetiza que, en pacientes con TOC, existe alteraciones
entre el aprendizaje goal-directed y la formacion de habitos creando obsesiones que
so6lo pueden ser atenuadas con las compulsiones observadas en el trastorno (Gillan,
2015).

Las acciones guiadas por objetivos se asocian al modelo basado en evidencia
(model-based), mientras que las acciones habituales se asocian al modelo libre
(model-free) (Robbins, Vaghi & Banca, 2019). En el modelo basado en evidencia se
generan estrategias para resolver problemas de forma prospectiva, fundamentadas
en el conocimiento del conjunto de experiencias y el entorno. Mientras que, en el
modelo libre, las acciones que fueron recompensadas se repiten con mayor
probabilidad (Gillan, 2016). Cuando se usa el modelo basado en evidencia se
exploran las alternativas del ambiente para solucionar un problema (conducta
explorativa); mientras que en el modelo libre se explota lo aprendido (conducta
explotativa) y se repite sin discrecién (Cohen, 2007).

Se sabe que cuando no tenemos informacién previa para resolver un
problema, los humanos tendemos a usar el modelo libre y, segin vamos
acumulando informacion, pasamos al modelo goal-directed (Robbins et. al., 2019).
En el caso de personas diagnosticadas con TOC, este cambio no se lleva a cabo
de forma natural y sélo es posible cuando se brinda la informacion de manera
explicita (Mia, 2020).



El acicalado excesivo como modelo de conducta compulsiva
Los modelos animales se aproximan al estudio del TOC a través de la

generacion de conductas tipo compulsivas ya sea con farmacos, estimulacion
optogenética o modificaciones genéticas (Veenstra-Vanderweele, 2017; Ahmari,
2013). Se han usado farmacos agonistas de los receptores dopaminérgicos, como
el quinpirol, y modelos conductuales en busca de conductas que se asemejan a las
compulsiones en humanos (Szechtman, 2001; Szechtman, 2017). La mayoria de
estos trabajos logran aproximarse a un primer analisis de las conductas compulsivas
en animales; aunque en algunos casos probar la participacién de las mismas
regiones cerebrales involucradas en los humanos es dificil. Incluso la utilizacién de
los farmacos comunes en el tratamiento del TOC suele no tener efectos. La correcta
caracterizacion de las conductas compulsivas es, en general, el principal problema.

Los modelos genéticos han sido una herramienta valiosa en la generacion de

modelos animales capaces de resolver las limitantes descritas.

Modelo Sapap3-KO como modelo de TOC
El modelo mas utilizado en la aproximacion al estudio de TOC es el raton

Sapap3-KO (Albelda & Joel, 2012). Estos ratones presentan acicalado excesivo que
les causa heridas profundas en el rostro y un aumento en las conductas que
reportan ansiedad.

La proteina SAPAP3 es una isoforma de la proteina SAPAP que se describio
por primera vez a mediados de los afios noventa del siglo pasado. Es una proteina
intracelular encargada de anclar y movilizar a PSD-95 (proteina de anclaje a
membrana), cuya funcidn es regular la presencia de receptores de glutamato en la
célula (Figura 1). Restringir la expresion de SAPAP impide el transporte de PSD-95
a la parte interna de la membrana celular donde tiene su funcion (Satoh, 2002; Hata,
1997). SAPAP cuenta con cuatro isoformas: SAPAP1l, SAPAP2, SAPAP3 vy
SAPAP4 con una similitud del 50% entre ellas (Satoh, 2002). Todas se expresan en
el cerebro con pequefas diferencias segun el nucleo estudiado, en particular la

isoforma SAPAP3 se expresa con mayor presencia en el estriado (Welch, 2004).
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Figura 1. Localizacién de la proteina SAPAP. Esquema extraido de Monteiro y Feng (2017), donde se observa
a la proteina SAPAP (6valo azul con naranja) unida a la proteina PSD-95 misma que permite anclar a los
receptores glutamatérgicos NMDA y AMPA a la membrana post-sinaptica. PSD-95: Proteina de Densidad
Postsinaptica-95; NMDAR: Receptor de N-metil de Aspartato; AMPAR: receptor del a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazolopropinico; SH3: Shank-3; PDZ: disco de dominios de interaccién con las proteinas de asociacién
SAP90/PSD-95; ANK: dominio repetido de ankirina N-terminal; SPTAN1: proteinas no eritrocitics 1; PRO:
dominios ricos en prolina; mGLUR: receptores metabotrépicos de glutamato.

A los ratones Sapap3-KO se les agrega un casete de resistencia a neomicina
en el exdn 3 donde se encuentra el gen encargado de expresar a la proteina Sapap3
(Figura 3A). Al inhibir la expresion de esta isoforma, los ratones presentan
acicalado excesivo (Welch, 2007). Siguiendo la relacion de la actividad en la corteza
orbitofrontal (COF) y el estriado en humanos, la estimulacién optogenética de los
axones provenientes de la COF al estriado, en animales Sapap3-KO, mostré una
disminucién en el acicalado excesivo (Burguiére, 2013). Probablemente debido a
gue las sefales que la COF envia al estriado se encuentren disminuidas; mientras
gue las entradas de la corteza motora secundaria (M2) estan incrementadas (Corbit,
2019). Recientemente, se han documentado cambios morfolégicos en las neuronas
de los ratones Sapap3-KO, observando una disminucion en el area de los axones
cortico-estriatales que inervan al estriado asociativo, mismo que comprende al

estriado dorsal (Schreiweis, 2021). El estriado dorsal tiene un papel importante en
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el aprendizaje asociativo y el aprendizaje goal-directed (Yin, 2003), lo que podria
explicar los problemas de aprendizaje en los animales Sapap3-KO.

Los ratones Sapap3-KO tienen déficits en el aprendizaje que se asemejan a
déficits de los humanos con TOC. Los ratones Sapap3-KO son capaces de
discriminar entre dos diferentes estimulos en una tarea de condicionamiento
pavloviano; pero si se aplica un aprendizaje reverso el cambio de regla no es
adoptado adecuadamente (Van den Boom, 2018). Al igual que los humanos con
TOC, los ratones Sapap3-KO tienen problemas para aprender un cambio de regla
(Denys et al., 2020), probablemente debido a dificultades para cambiar entre el
aprendizaje goal-directed y el habitual (Ehmer, 2020; Hadjas, 2019).

En el modelo Sapap3-KO el acicalado exacerbado se considera una conducta
compulsiva, utilizandose como modelo animal de TOC; administrar fluoxetina,
farmaco comun en el tratamiento del TOC en humanos, disminuye el acicalado
excesivo en este modelo (Welch, 2007). Otros modelos genéticos también
presentan acicalado excesivo con el inconveniente de expresar efectos secundarios
no relacionados con el TOC (Albelda y Joel, 2012). El modelo mas cercano y
parecido al raton Sapap3-KO es el modelo Slitrk-5 que presenta varias similitudes
con el Sapap3: se expresa en mayor medida en el estriado, afecta a los receptores
glutamatérgicos, produce acicalado excesivo y tiene reacciones positivas cuando se
les administra fluoxetina (Song y Glatt, 2016). Sin embargo, los estudios para
conocer mas acerca de las caracteristicas neurobiologicas del modelo son escasas,
lo que lo hace menos ventajoso para el estudio del TOC.

El restituir Sapap3 en el estriado (con 8 microinyecciones a diferentes niveles
en el eje dorsoventral con un lentovirus) en animales Sapap3-KO con 10 dias de
vida, disminuye el acicalado excesivo y las conductas de ansiedad (Welch, 2007).
En los ratones Mecp2-KO, mismos en los que se impide la expresion de una
proteina encargada de la expresion de Sapap3, ademas de presentar acicalado
excesivo, también presentan menor tamafio y peso. (Mahgoub, 2016). Ambos
estudios restituyeron la proteina SAPAP3 de manera general en el estriado sin

distinguir entre los diferentes tipos celulares que componen lo componen.
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Los sub-circuitos del estriado: un nucleo implicado en la generacion del TOC
En el humano, el nacleo caudado y el putamen estan vinculados con el TOC

(Williams and Eskandar, 2006); ambos nudcleos se relacionan con el control del
movimiento, el aprendizaje asociativo y el aprendizaje guiado por
objetivos/consecuencias (Bergstrom, 2020; Wood and Ahmari, 2015). Estas
funciones se han estudiado en su homélogo en ratones: el estriado. En la
organizacion funcional del estriado se identifican dos diferentes vias que reciben
entradas sinapticas de la corteza, las cuales influencian la actividad del talamo v,
posteriormente, de regreso a la corteza (Figura 2). El estriado esta4 conformado por
neuronas espinosas medianas —mismas que componen el 90% de la poblacién
neuronal de este nucleo- las cuales se subdividen en dos vias: neuronas de la via
directa y neuronas de la via indirecta (Figura 2A) (Gittis y Kreitzer, 2011). Las
células de cada via se caracterizan por el tipo de receptor dopaminérgico que
expresan. En el caso de las neuronas de la via directa se encuentra el receptor a
dopamina tipo D1, estas neuronas proyectan a la sustancia nigra pars reticulata
(SNpr) y al globo palido segmento interno (GPm) que mandan proyecciones de
salida al tdlamo (Gerfen, 2006). Por otra parte, en la via indirecta se encuentran
receptores tipo D2 a dopamina, estas neuronas proyectan al globo palido segmento
externo, el cual, a su vez, proyecta al nucleo subtalamico, influenciando a la SNpry
al GPm (Gerfen, 2006).
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Figura 2. En el estriado hay dos vias de proyeccién y su activacion tiene efectos opuestos sobre el
desplazamiento
A) Esquema tomado de Gerfen (2006), donde se observa un corte sagital del cerebro de un ratén,
ilustrando las dos vias del estriado: la directa expresando receptores D1 y la indirecta expresando
receptores D2. GP: globo palido; STN: nlcleo subtalamico; GPm: globo palido segmento interno;
SNr: substancia nigra pars reticulata.
B) Experimento realizado por Kravitz et al. (2010), donde comprobd que al estimular con optogenética
a la via directa la ambulacién aumenta; mientras que al activar en la via indirecta aumenta la

inmovilidad (freezing).

Se ha caracterizado la funcién de cada una de las vias y se propone que la via
directa se encarga de iniciar la actividad motora, mientras que la indirecta la inhibe
(Hikosaka, 2000; Macpherson et al., 2014). Asi lo han demostrado estudios donde
la estimulacion optogenética de cada via en el estriado dorsomedial causa un
aumento en el desplazamiento de roedores cuando se activa a las neuronas de la
via directa y una disminucion cuando se activa a las neuronas de la via indirecta
(Kravitz, 2010; Figura 2B). Un modelo alterno propone que ambas vias trabajan de
manera cooperativa para la realizacion de acciones particulares (Peak y Balleine,
2019). Experimentos han comprobado que bajo tareas donde los ratones deben
rotar la cabeza a la izquierda o derecha para recibir una recompensa, la actividad
de las neuronas en ambas vias se activa (Cui, 2013), sugiriendo un trabajo conjunto
entre ambas vias para lograr objetivos particulares.

Estudios con tomografia por emision de positrones (TEP) han permitido
relacionar zonas en el cerebro con la presencia del TOC. En especifico, tanto la
corteza orbitofrontal (COF) como el nucleo caudado presentan anomalias en el
metabolismo de pacientes con TOC (Baxter, 1987); incluso si los pacientes solo
presentan conductas compulsivas debido a dafio cerebral, las mismas regiones
cerebrales presentan una actividad alterada (Leplane, 1987). Experimentos en
modelos animales, en ratones donde se estimula la region ventral de la COF o sus
proyecciones axonales en el estriado ventro-medial, producen la conducta
compulsiva del acicalado excesivo (Ahmari, 2013). Estos datos clinicos como los
hallazgos en modelos animales apuntan a una relacion entre la presencia de
compulsiones y el estriado. Ademas de la COF, otras regiones corticales han sido

relacionadas a la generacion de compulsiones tales como la corteza prefrontal
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(CPF) vy la corteza cingulada (CG) (Saxena et al., 2009; Graybiel y Rauch, 2000).
Aunque la evidencia actual describe la forma en la que los ganglios basales se
comunican a lo largo de los diferentes nucleos que lo conforman, no hay informacion
suficiente para explicar la generacién de las conductas compulsivas con la via
directa o indirecta. Recientemente el grupo en el que se desarroll6 esta tesis publico
un trabajo donde la inhibicién optogenética de la via indirecta en animales Sapap3-
KO disminuye el acicalado excesivo (Ramirez-Armienta y Tecuapetla, 2021). El
resultado por si mismo no nos permite inferir la importancia de la proteina SAPAP3
en cada una de las vias para la generacion del acicalado; sin embargo, si nos
permite deducir que su ausencia cambia la actividad de la via indirecta. Este trabajo
busca preguntar como la restitucion de la proteina SAPAP3 en una u otra via afecta
el acicalado excesivo en el modelo Sapap3-KO.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las compulsiones son uno de los principales sintomas del TOC, este

trastorno afecta la calidad de vida de las personas. Sabemos la relacién del estriado
en las compulsiones y recientemente se ha encontrado que la ausencia de la
proteina SAPAP3 produce un animal con acicalado excesivo, lo cual se usa como
modelo de para estudiar compulsiones. Dados los antecedentes actuales aln no se
sabe si la restitucion de la proteina SAPAP3 en el estriado de manera via especifica
tiene consecuencias particulares. En el presente trabajo planteamos implementar
una estrategia que nos permita restituir la proteina SAPAP3 de manera especifica
en las vias del estriado en animales dobles transgénicos. Para la via directa
utilizaremos ratones Sapap3-KO D1-Cre, debido a que las neuronas de la via directa
presentan en mayor medida receptores a dopamina de la familia D1. En el caso de
la via indirecta haremos uso de ratones Sapap3-KO A2A-Cre ya que el receptor a
adenosina A2a se encuentra acoplado al receptor D2, presente Unicamente en la via
indirecta. También creamos un vector viral capaz de restituir de manera Cre-
dependiente la proteina SAPAP3. En conjunto, estas estrategias permitiran

contestar la pregunta que se plantea a continuacion.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Qué efectos tiene la restitucion de Sapap3 en las vias directa o indirecta del

estriado en ratones Sapap3-KO sobre el acicalado excesivo?

HIPOTESIS
La restitucion de SAPAP3 en la via directa incrementara el acicalado; mientras

que su restitucion en la via indirecta lo extinguira.

OBJETIVOS
Objetivo General

Restituir SAPAP3 de forma especifica en la via directa o indirecta del estriado

en ratones Sapap3-KO.

Objetivos Particulares
Obtener una estrategia para la restitucion de Sapap3 de manera Cre
dependiente.
Evaluar el restablecimiento de SAPAP3 de manera independiente en la via
directa e indirecta en la conducta de acicalamiento excesivo en animales Sapap3-
KO.
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METODOLOGIA

La unidad del Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular (IFC), de la
Universidad Nacional Autbnoma de Meéxico (UNAM), aprobd todos los
procedimientos para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Protocolo niimero
FT121-17). Este protocolo sigue la Norma Nacional para el uso de Animales (NOM-
062-Z00-1999).

_1  Adquisicién de imagenes

—_ Genotipificacién
—1 _ Inmunofluorescencia

1 Habituacion
— Video basal
—— Transfeccién
—1_Video 1 mes
—1Video 2 meses
_ | Perfusién

>

Animales y caracterizacion genotipica. Una de las diferencias entre la via directa e

Tiempo

indirecta depende de los receptores a dopamina. En la via directa se expresa el
receptor de la familia tipo D1; en la indirecta el receptor de la familia D2 acoplado al
receptor adenosina Aza (Greenwood, 2019; Schwarschild, 2006). Para controlar la
restitucion de la proteina SAPAPS3 en las vias especificas del estriado, se utilizaron
ratones macho y hembras de entre 2-4 meses de edad provenientes de la cruza de
Sapap3-KO con C57BL/6, de la cruza de Sapap3-KO con A2A Cre o Sapap3-KO
con D1 Cre. Originalmente los ratones Sapap3-KO y los animales Cre fueron
obtenidos de la cruza de un raton Sapap3-KO o Sapap3*- con ratones A2A-Cre y
D1-Cre respectivamente. Todos estos animales fueron generados en el bioterio del
IFC, posterior a la adquisicion del Sapap3-KO (Jackson #008733) y la donacion de
los ratones Cre por parte del Dr. Rui Costa (Champalimaud Foundation).

Los animales Cre expresan de forma contitutiva la enzima cre recombinasa. Este
animal transgénico nos permitié expresar la enzima Cre en la via directa o indirecta.

El sistema Cre/loxP, consiste en secuencias de ADN loxP (locus de X-over- P1) que
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flanquean una secuencia invertida de ADN. La enzima Cre reconoce los sitios loxP
y gira la secuencia permitiendo su transcripcion.

Para obtener el genotipo de los animales se tomaron muestras de tejido (cola) y se
procesaron con la técnica de PCR siguiendo el protocolo Phire Animal Tissue Direct
PCR Kit (Thermo scientific), 35 ciclos, a una temperatura de 72°C para la
polimerizacién, en un gel de agarosa al 3%. Cebadores para la PCR Cre: Fwd CTA
GGC CAG AGA ATT GAA AGATCT,; Rev: GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATCATC.
Cebadores para la PCR Sapap3-KO: Fwd: TTG ATT ACTTGG TTC; Rev: CCAGCT
CTC GGA GCA CAG. Todos los animales fueron alojados bajo un ciclo de 12 h
luz/oscuridad, con acceso ad libitum a agua y comida de acuerdo con el permiso
CICUAL FTA121-17 aprobado por el IFC de la UNAM.

Obtencion del virus AAV5-Ef1a-DIO-HA-Sapap3 para su expresion en células de
manera Cre-dependiente
Obtencion de la secuencia Sapap3-HA. Con el objetivo de crear un vector

viral capaz de restituir a la proteina SAPAP3, el laboratorio de la Dra. Lissa
Monteggia dono el pAAV-hSyn-HA-SAPAP3 (Figura 4A). El plasmido se amplifico
en células ultracompetentes JM109. Las células transformadas se cultivaron en un
medio liquido con ampicilina para seleccionar las células que expresaran el
plasmido y se recuperd el DNA plasmidico por centrifugacion a 225 rpm por una
hora a 37°C. Posteriormente, se realizd un cultivo en medio sélido (también con
ampicilina, durante toda la noche). Se lisaron las células para recuperar el plasmido
utilizando el protocolo por columnas de Qiagen. Se realizé un proceso de digestion
para obtener la region de interés HA-Sapap3 para lo que se emplearon las enzimas
de restriccibn EcoRV y Spel. A través de un gel de agarosa se comprobd la
recuperacion de la region de interés HA-Sapap3 (2934 Kb) (Figura 4B).

Insercion de la secuencia HA-Sapap3 en un plasmido DIO. Ya que contamos
con animales transgénicos capaces de expresar a la enzima cre-recombinasa en
las dos vias del estriado, insertamos la secuencia HA-Sapap3 en un plasmido que
permitiera la expresion de la proteina de manera Cre-dependiente. Se detectaron
bases erréneas a través de la secuenciacion del plasmido (Genscript) y se
corrigieron por mutagénesis dirigida. Después, se obtuvo una secuencia correcta de

HA-Sapap3 (similar a la reportada en Mahgoub, 2016). Posteriormente se procedid
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a insertar esta secuencia en un segundo plasmido, este segundo plasmido fue el
pAAV-Efla-DIO-eYFP (addgene #p27056), del cual se removio la region eYFP (588
pb) usando las enzimas Nhel y Ascl (Figura 4), para luego insertarle la secuencia
HA-Sapap3, en el mismo sentido. Con esto se obtuvo el plasmido pAVV-Efla-DIO-
HA-SAPAP3 (Figura 4A).

Ensayo de digestion del plasmido pAAV-DIO-HA-Sapap3. Se
realizaron tres ensayos independientes de digestion con las enzimas Eco RI, Xho |
y Sal I. En la tabla 1, 2 y 3 se pueden observar los sitios de corte de cada enzima
junto al tamafio de los fragmentos resultantes (Informacién suplementaria). Se
hizo un gel de agarosa al 0.7%. En los ensayos de Xho |y Sal | se utilizaron 2 pl de
buffer NEB, 7 ul de H20, 0.5 pl de la enzima y 1.5 pl del plasmido (Figura
suplementaria 1). Para el ensayo de Eco RI se utilizé 1 pl de buffer para Eco RI, 7
pl de H20O, 0.5 pl de la enzima y 1.5 pl del plasmido (Figura 4A y Figura
suplementaria 1).

Cultivos organotipicos para la expresion del plasmido pAAV-DIO-HA-
Sapap3 Cre-dependiente. Para comprobar que el plasmido generado expresara
a la proteina SAPAP3 de manera Cre-dependiente, se utilizaron cultivos
organotipicos de hipocampo de ratones Emx1 Cre. Los cultivos se obtienen a partir
de la extraccion del cerebro de animales con 10 dias de nacidos. Los ratones Emx1-
Cre expresan la proteina cre recombinasa en funcion de la expresion de la proteina
Exm1, misma que se traduce durante el desarrollo de los ratones en el hipocampo
y corteza. El cerebro se monta en un vibratomo sumergido en PBS 0.1 M y se
obtienen cortes de 350 micras. Los cortes se mantuvieron en medio de cultivo MEM
(Invitrogen) suplementado con suero de caballo inactivado al 20%, GlutaMAX 1 mM
(Invitrogen), D-glucosa 27 mM, HEPES 30 mM, NaHCO3; 6 mM, CaCl, 1 mM, &cido
ascorbico 25% e insulina 10 mg/ml, a un pH 7.3 y una osmoralidad de 300-310
mOsm. Los cultivos se mantuvieron a 37°C a una atmosfera saturada de vapor de
agua con 02 95% y CO2 5% de 8 a 12 dias, cambiando el medio cada dos dias.

Transfeccién balistica del plasmido pAAV-DIO-HA-Sapap3. Los
cultivos organotipicos fueron transfectados usando el método balistico de
transfeccion Helios gene gun (Bio-Rad). El principio basico de esta técnica es cubrir

particulas de oro de 1.6 um de didmetro (Bio-Rad) con ADN (100 ug) del plasmido
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pAAV-DIO-HA-SAPAP3. Las particulas de oro se introducen directamente a la
rebanada utilizando helio a una presion de 180-200 psi.

Cirugia estereotaxica para la inyeccién del vector viral AAV-DIO-HA-Sapap3.
En otra serie de experimentos, l0s animales se anestesiaron con isoflurano al 1%
mezclado con oxigeno (1 I/min). La region de interés para la inyeccion del vector
viral fue el estriado dorsomedial: coordenadas anteroposteriores a Bregma (AP)
+0.5 mm, mediolateral (ML) 2.0 mm y dorsoventral (DV) -2.2 (Paxinos, 2001). Se
inyecto el vector viral AAV5-HA-Sapap3 a una velocidad de TITER 9.2 nl/5 s hasta
completar un volumen total de 1000 nl, con ayuda de un nanoinyector (Nanoyect Il,
Drummond Scientific) y una micropipeta de vidrio con punta de 30 um. La pipeta se
mantuvo en el sitio de inyeccién durante al menos 10 minutos para permitir la
difusion del vector. Se utilizo el vector viral AAV-DIO-eYFP y AAV-hSyn-eYFP para
los grupos control. Los animales permanecieron en el area de cirugia 2 dias para
Su recuperacion y despues fueron trasladados al vivario del IFC.

Inmunofluorescencia para deteccion del flag HA unida a la secuencia de
Sapap3. Los cerebros fueron extraidos de los animales transfectados dos meses
después de la cirugia con el método de perfusion. El tejido se almacen6 en PFA al
4% p.H 7.4 por un dia. Después se hicieron cortes coronales de 100 micras de
grosor con vibratomo (Vibratome series 1000), y las rebanadas se almacenaron en
pozos con PB al 0.1 M p.H 7.4. Todas las muestras pasaron por tres lavados de 5
minutos en PB 0.1 M. Se permeabiliz6 la muestra con una solucién de Tritdn X-100
al 0.3% en PB 0.1 M durante 10 minutos. El bloqued se hizo con 10% BSA, 0.3%
de Triton X-100 en PB 0.1 M durante 40 minutos. Se tomaron 5 pl del anticuerpo
primario HA anti-rabbit (#3724, Cell Signaling Technology) y se mezcl6 en 500 ul de
PB 0.1 M, usando una dilucion final de 1:1000. Se incubd la muestra por 48 horas a
temperatura ambiente con agitacion constante. Pasado ese tiempo, se hicieron
cinco lavados de 5 minutos con PB 0.1 M. El protocolo continud con la adicion del
anticuerpo secundario Alexa 488 anti-goat (#A27034, Thermo Fisher), dejando el
tejido sumergido en 200 pl durante 2 horas a temperatura ambiente. Por ultimo, se
hicieron cinco lavados de 5 minutos en PB 0.1 M y el tejido se monté en portaobjetos
con medio de montaje (Mowiol). Las muestras se analizaron en el microscopio
confocal LSM700 (10x, laser 488 nm).
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Medicién de actividad motora para comprobar los cambios en el acicalado.
Los ratones fueron colocados en un campo abierto (30x30 cm) y videograbados con
ayuda de dos camaras colocadas en dos angulos diferentes: cenital y nadir. Los
animales se separaron en cajas individuales 3 dias antes de la primera sesion,
alojandolos en el vivario del area de neurociencias del IFC. Posteriormente se
colocaron en el cuarto del campo abierto por 20 minutos para su habituacion (Figura
3B). Las sesiones duraron 20 minutos y se realizaron por 3 dias consecutivos; el
procedimiento se repitié en la linea base (LB), al mes (1 mes) y a los dos meses (2
meses). El acicalado se midié a mano. Para obtener el desplazamiento, se utiliz6 el
programa Bonsai (version 2.6.3, Goncalo Lopes) para tener las coordenadas X y y
del animal y asi definir el centroide. Las coordenadas resultantes fueron procesadas
en Matlab (R20202a) para conocer la distancia en pixeles del centroide cuadro por

cuadro.
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Resultados

En este trabajo usamos animales Sapap3-KO los cuales fueron originalmente
creados remplazando el exon 3 con un casete de resistencia a neomicina, para
interrumpir la transcripcion del gen Sapap3 (Welch, 2006). Se comprobé la
generacion de ratones Sapap3-KO con una PCR donde los animales Sapap3-KO
presentan el caset de neomicina (Figura 3A). Estos mismos ratones presentaron el
fenotipo reportado por otros autores: heridas faciales debido al acicalado excesivo
(inserto en Figura3A), una disminucién en la distancia recorrida (Figura 3C-
izquierda, U de Mann Whitney, p= 0.028), aumento del acicalado en comparacion a
ratones WT (Figura 3C-panel de en medio, prueba U de Mann Whitney, p= 0.026)
y un mayor tiempo acicalandose (Figura 3C-derecha; prueba U de Mann Whitney,
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Figura 3. Modelo Sapap3-KO utilizado en este estudio.
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A) El exén 3, donde se halla el gen Sapap3, es remplazado por un casete de resistencia a
neomicina para impedir la transcripcion del gen Sapap3. Esquema extraido y modificado de
Welch et. al 2006. Abajo, genatipificacion de ratones Sapap3-KO y las heridas generadas en un
animal representativo.

B) Esquema del campo abierto utilizado para videograbar el acicalado en los ratones WT y Sapap3-
KO.

C) Comparacion de distancia recorrida, eventos de acicalado y tiempo entre animales WT y
Sapap3-KO. WT: n= 4; Sapap3-KO: n=4; * p> 0.05, test U de Mann-Whitney.

23



Para determinar si la restitucion de SAPAP3 en vias especificas del estriado
afectan el acicalado, elegimos la crear un vector viral para restituir a la proteina
SAPAP3 en ambas vias del estriado de manera Cre-dependiente en ratones
Sapap3-KO. El primer paso para la creacion del vector fue generar un plasmido con
la secuencia Sapap3 capaz de expresarse de manera Cre-dependiente. Para ello
utilizamos el plasmido pAAV-hSyn-HA-Sapap3 donado por el laboratorio de la Dra.
Lissa Monteggia (Figura 4A-1). Se extrajo la secuencia HA-Sapap3 con las enzimas
de restriccion Spa-l y Eco-RV (Figura 4B). De un segundo plasmido pAAV-Efa1-
DIO-eYFP, con enzimas de restriccion, se quitd la secuencia eYFP y se integré la
secuencia HA-Sapap3 (Figura 4A-2 y 3).
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Figura 4. Creacion del plasmido pAAV-Ef1a-DIO-HA-Sapap3
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A) 1: mapa del plasmido pAAV-hSyn-HA-Sapap3 donado por el Dra. Lissa Monteggia.
2: plasmido pAAV-Ef1-DIO-eYFP del que se quitd eYFP para incorporar la secuencia de HA-Sapap3.
3: plasmido final pAAV-Efla-HA-Sapap3 utilizado en la creacion del vector viral para la restitucion de
la proteina SAPAP3 de manera Cre-dependiente.

B) Ensayo con las enzimas de restriccion para obtener la secuencia HA-Sapap3 del plasmido original.

Antes de enviar el plasmido final a Addgene para la creacion del vector viral
gue nos permitiera la restitucion de la proteina SAPAP3, se comprobo la expresion
del plasmido HA-Sapap3 de manera Cre-dependiente. Realizamos un ensayo con

cultivos organotipicos en rebanadas de hipocampo de animales Emx1-Cre a las
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cuales se les transfectdé el plasmido pAAV-Ef1a-DIO-HA-Sapap3 (Figura 5A).
Posterior a la transfeccidn del pldsmido, se hizo una inmunofluorescencia usando el
anticuerpo primario HA anti-conejo y el cual fue revelado con el anticuerpo
secundario Alexa 488. Se tomaron fotografias con un microscopio confocal de las
muestras donde se observaron neuronas hipocampales con marca anti-HA, tanto
en el soma como en las espinas dendriticas (Figura 5B). omo control negativo, se
utilizaron secciones de cerebro de animales WT, las cuales pasaron por el mismo
procedimiento y no presentaron células con marca (Figura 5C). Esto permitié
concluir la efectividad y expresion dependiente de Cre del plasmido construido.
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Figura 5. Expresion Cre-dependiente del plasmido pAAV-Ef1a-HA-Sapap3

A) Secuencia del plasmido a probar en cultivos organotipicos para corroborar la expresion Cre-
dependiente en rebanadas hipocampales de ratones Emx1-Cre.

B) Arriba: fotomicrografia con microscopio confocal donde se observa una neurona expresando HA-
SAPAP3 en verde (Alexa 488). Abajo: dendritas y espinas dendriticas que expresan HA-Sapap3.

C) Rebana de ratén Emx1 sin Cre (control negativo) sin ninguna neurona con la marca HA-Sapap3.
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Una vez obtenido el vector viral se comprobd su expresion en un animal
Sapap3-KO A2A-Cre de dos meses de edad. Con ayuda de un esterotéxico se
inyectd 1 ul del vector AAV5-Efa1-DIO-HA-Sapap3 en el estriado medial (Figura
6A). Un mes después de la cirugia los animales fueron perfundidos y el cerebro
sometido a una inmunofluorescencia como se describe en el método. En color verde
se muestra la marca anti-HA que sugiere la expresion de la proteina HA-Sapap3 a
partir del vector viral (HA no se expresa en ratones de manera endégena). Como en
los cultivos organotipicos, el soma de las neuronas y las espinas dendriticas
presentan la marca de interés (Figura 6C-E). Este experimento comprobé la
funcionalidad del vector AAV5-Efa1-DIO-HA-Sapap3 para expresar a la proteina
Sapap3 de manera Cre-dependiente en ratones Sapap3-KO.
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Figura 6. Expresion de la proteina Sapap3 de manera Cre-dependiente por medio del vector viral
construido.

A) Esquema y coordenadas de la transduccién para restituir a la proteina Sapap3 en el estriado.

B) Fotomicrografia de una rebanada coronal de un raton Sapap3-KO A2A-Cre. En verde se observa la
marca anti-HA que indica la expresion del vector AAV5-Efa1-DIO-HA-Sapap3.

C) Elrecuadro muestra la region ampliada del estriado con marca anti-HA mostrada en B. Se pueden
observar somas de neuronas con la marca anti-HA.

D) Micrografias seriales en el eje z de una neurona del estriado. Los colores indican cantidad de
fluorescencia, entre mas blanco mayor de la marca anti-HA.

E) Proyeccion en z de 16 planos focales de D
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Con este resultado se pudo continuar con el segundo objetivo del estudio:
medir si hay cambios en el acicalado excesivo de animales Sapap3-KO después de
restituir la proteina Sapap3 en las vias especificas del estriado.

Para medir los cambios en la distancia recorrida, el acicalado excesivo y
tiempo de acicalado, los ratones se colocaron en un campo abierto por 20 minutos
y se les videograbd (los animales fueron previamente aislados en cajas individuales
en el vivarium por 3 dias). Se crearon tres grupos: Sapap3-KO A2A-Cre + HA-
Sapap3 (n=5), Sapap3-KO D1-Cre + HA-Sapap3 (n=6), Sapap3-KO Cre + eYFP
(n=5). Cada grupo fue videograbado 3 dias consecutivos en 3 diferentes momentos:
linea base, 1y 2 meses después de la inyeccion del vector viral para expresar HA-
Sapap3 o solo eYFP en el caso del grupo control.

Tras la inyeccion del vector viral, los ratones Sapap3-KO A2A-Cre
aumentaron los eventos de acicalado de forma significativa al comparar la linea
base (LB) con 1y 2 meses después de la infeccion con el vector viral (LB mediana,
min, max = 50, 22, 77; 1 mes = 121, 39, 189; 2 meses = 154, 63, 272; p= 0.0085,
prueba de Friedman; Figura 7A). Al analizar a los animales el grupo Sapap3-KO
D1-Cre + HA-Sapap3 no se observaron cambios (LB mediana, min, max= 236.5, 54,
490; 1 mes = 223, 43, 356; 2 meses = 329.5, 49, 399; p= 0.5705, prueba de
Friedman, Figura 7A, panel de en medio). Tampoco se observaron diferencias al
expresar solo la proteina eYFP en el grupo control (LB mediana, min, max = 46, 24,
209; 1 mes= 68, 19, 298; 2 meses = 73, 66, 308; p= 0.3673, prueba de Friedman;
Figura 7A, panel derecho), sugiriendo que la expresion per se de la proteina por la
transfeccion viral en el cerebro no afecta los eventos de acicalado de los ratones
Sapap3-KO. Por el contrario, la restituciéon de la proteina SAPAP3 de manera
especifica si aumento el acicalado excesivo a los dos meses.

Se piensa que en los primeros minutos en el campo abierto tienen una mayor
influencia en la conducta de los animales por la novedad. Para ver si el acicalado
varia de acuerdo con momento en que se mide el acicalado, se tomaron los ultimos
10 y 5 minutos de los videos y se contabilizé el nimero de eventos de acicalado. Al
igual que en el tiempo total, el acicalado aumentd de manera significativa en el grupo
Sapap3-KO A2A-Cre + HA-Sapap3 en los ultimos 10 minutos (p= 0.0394, prueba
de Friedman) y 5 minutos (p= 0.0085, prueba de Friedman) (Figura 7B). Este efecto
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no se observo en el grupo Sapap3-KO D1-Cre + HA-Sapap3 (Figura 7B, panel de

10 minutos: p=0.7402, prueba de Friedman; panel de 5 min: p= 0.4297, cajas

azules), ni en el grupo control eYFP (Figura 7B, panel de 10 minutos: p= 0.1698.

prueba de Friedman; panel de 5 min: p= 0.3673, prueba de Friedman, cajas grises).
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Figura 7. Aumento de eventos de acicalado cuando se restituye Sapap3 en la via indirecta

A) Eventos de acicalado contabilizados en 20 minutos con tres diferentes mediciones: linea base (LB), 1
mes después de la infeccidn (1 mes) y 2 meses después de la infeccion (2 meses). En rojo, ratones
HA-Sapap3 A2A-Cre donde se aprecia un aumento significativo en los eventos de acicalado 2 meses
después de la infeccion (p=0.023); En azul, ratones HA-Sapap3 D1-Cre con una tendencia a la baja
en el numero total de evento de acicalado. En negro, grupo control eYFP sin cambios significativos
en los eventos de acicalado a lo largo del tiempo.

B) Eventos de acicalado contabilizados en los ultimos 10 minutos y Ultimos 5 minutos. El aumento en los
eventos de acicalado de los ratones con la restitucion de la proteina SAPAP3 en la via indirecta (en
rojo) se mantiene. La tendencia a la baja en los eventos de acicalado de los ratones D1 se hace méas
marcada sin ser significativa. Los ratones eYFP no cambian.

También se contemplé la proporcidén de animales que presentaron disminucién

0 aumento en el acicalado en los tres diferentes grupos a lo largo de los 2 meses.

Para esto comparamos el namero de animales que subieron, bajaron o no

cambiaban los eventos de acicalado normalizado a la linea base. Los resultados se
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muestran como porcentaje de cambio en la Figura 8. La Figura 8 muestra el
porcentaje de cambio de los animales Sapap3-KO A2A-Cre+HA-Sapap3, Sapap3-
KO D1-Cre+HA-Sapap3 y Sapap3-KO Cre eYFP en los 20 minutos de campo
abierto, 1 y 2 meses después de la transduccién viral. Para comprobar si habia
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos utilizamos la prueba X>2.
El grupo Sapap3-KO A2A-Cre+HA-Sapap3 en su totalidad aumento el acicalado a
los 2 meses de la infeccion en comparacion con el grupo Sapap3-KO D1-Cre+HA-
Sapap3 (X?= 5.28, p= 0.0221). El grupo control también presenté un aumento del
60% en el acicalado al mes y 80% a los dos meses, sin ser significativo cuando se
compar6 con cualquiera de los otros dos grupos. Cabe destacar que hay una
tendencia cuando se compara al grupo HA-Sapap3-KO D1-Cre vs eYFP a los dos
meses (X?>= 5.6, p= 0.0601).

HA-Sapap3-Ko A2A-Cre HA-Sapap3-Ko D1-Cre eYFP
@ Aumentd
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Figura 8. Aumento de eventos de acicalado cuando se restituye Sapap3 en la via indirecta

A) Porcentaje normalizado de cambios del acicalado en 20 minutos de campo abierto 1y 2 meses después de la
infeccion. A los 2 meses de infeccion el grupo HA-Sapap3-Ko A2A-Cre en su totalidad (100%) aumento el
acicalado y es significativamente diferente al grupo HA-Sapap3-Ko D1-Cre en el mismo periodo (p= 0.0143).

Otra variable medida fue el tiempo que los diferentes grupos pasaron
acicalandose (Figura 9). Para tener una mejor comparacion de los cambios en el
tiempo de acicalado, se normalizé el tiempo neto a la linea base. Como resultado
encontramos que el grupo Sapap3-KO A2A-Cre+HA-Sapap3 incrementé su tiempo
de acicalado de forma progresiva desde la primera medicién hasta la ultima (p=
0.0085, test de Friedman). Ni el grupo Sapap3-KO D1-Cre+HA-Sapap3 ni el grupo
eYFP mostraron cambios en el tiempo de acicalado excepto por un animal en cada
uno de estos grupos (HA-Sapap3-KO D1-Cre: p= 0.4297; eYFP: p= 0.3673, test de
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Friedman). Los cambios en el tiempo de acicalado registrados en el grupo Sapap3-
KO A2A-Cre+HA-Sapap3 mostraron que la restitucién de la proteina Sapap3 en la
via indirecta produce un incremento en el nimero de eventos de acicalado y también

en el tiempo haciendo esta conducta.
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Figura 9. La restitucion de Sapap3 en la via indirecta incrementa el tiempo de acicalado
Tiempo de acicalado normalizado a la linea base (LB). El grupo HA-Sapap3-KO A2A-Cre (rojo) incrementd el
tiempo de acicalado a los 2 meses de restituir la proteina Sapap3 en la via indirecta.

Por ultimo, no se encontraron cambios en la distancia recorrida en ninguno de
los tres grupos a lo largo del tiempo. Esto permite inferir que los cambios observados
en el acicalado son sobre el acicalado y no sobre la conducta motora en general.
(HA-Sapap3-KO A2A: p= 0.9537; HA-Sapap3-KO D1: p=0.5701; eYFP: p=0.3673,
prueba de Friedman; Figura 10).

HA-Sapap3-Ko A2A-Cre HA-Sapap3-Ko D1-Cre
= eYFP
n=5 n=6 =
n=5
?2 1.5+ 3 1.54
E
L
©
E 1.0+ 24 1.04
]
£
€ 0.5 1 0.54
©
2
k]
g 0.0 0 T T T 0.0
: o ) > & < : . o 3
Ng R @z” b 4 N m@"? N4 R &&0
Vv v

Figura 10. La distancia recorrida no cambia después de la infeccion del virus AAV5-Efa1-
DIO-HA-Sapap3.
Distancia recorrida normalizada a la linea base (LB). Ninguno de los grupos registré cambios en la

distancia recorrida después de la inyeccién del vector viral a lo largo del tiempo (HA-Sapap3-KO A2A:
p= 0.9537; HA-Sapap3-KO D1: p= 0.2731; eYFP: p= 0.1821, prueba de Friedman.
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Discusién

Dos estudios han restituido la proteina SAPAP3 en el estriado logrando
disminuir las conductas caracteristicas (acicalado y ansiedad) reportadas en este
modelo de compulsiones (Welch, 2006; Mahgoub, 2016). En ambos trabajos la
restitucion de la proteina se hizo en el estriado en general, sin contemplar la
organizacion de este nucleo. Como se ha descrito, el estriado se compone de las
vias directa e indirecta: la primera promueve la actividad mientras que la segunda
la inhibe (Hikosaka, 2000; Macpherson et al., 2014). Al eliminar la proteina SAPAP3,
la excitabilidad del estriado se ve comprometida (Welch, 2007) y los ratones
presentan acicalado excesivo, una conducta considerada de tipo compulsiva. En
este trabajo partimos de la presencia de esta conducta para medir los cambios
generados por la restitucion de la proteina SAPAP3 en el estriado de manera via
especifica. Hasta el momento, no hay trabajo que estudie el papel de SAPAP3 en
el funcionamiento de cada una de las vias y su relacion con el acicalado excesivo.
Nuestro trabajo buscd, como objetivo general, generar una estrategia para la
restitucion de SAPAP3 de manera especifica ya fuera en la via directa o indirecta.
Lograr implementar una estrategia asi nos permitié preguntar si la ausencia o
presencia de la proteina tenia efectos particulares en el acicalado, ya fuera en el
aumento o reduccién de éste de acuerdo con la via donde la proteina fue restituida.
Partimos de la hipétesis de que la funcién de cada una de las vias estriatales tiene
diferentes efectos sobre el movimiento, por lo que habria diferentes efectos en el
acicalado de los ratones Sapap3-KO si restituiamos la expresion de SAPAP3 de
manera via especifica. La hipotesis que planteamos es que la restitucion en la via
directa aumentaria el acicalado de los ratones Sapap3-KO debido a que ésta tiene
implicaciones en el inicio de la actividad motora, mientras que la restitucion en la via
indirecta produciria una disminucion. Una hipotesis alterna seria que el
funcionamiento balanceado de ambas vias es necesario para la realizacion de
tareas especificas (Cui, 2013); de ser el caso, la restitucion en una sola via del
estriado también afectaria el acicalado excesivo al romperse el balance.

La forma en la que nos aproximamos a la restitucion de SAPAPS3 fue creando

un vector viral que expresa la secuencia genética Sapap3 en presencia de la
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proteina Cre-recombinasa. Utilizamos animales dobles transgénicos que nos
permitieran expresar el vector viral ya fuera en la via directa o en la indirecta:
Sapap3-KO D1 para la via directa y Sapap3-KO A2A para la via indirecta.

Los resultados presentados en este trabajo permiten obtener conclusiones
preliminares sobre esta hipétesis. En primer lugar, contrario a lo esperado, la
restitucion en ratones Sapap3-KO A2A-Cre (via indirecta) aumentd el acicalado de
estos, mientras que la restitucion en ratones Sapap3-KO D1-Cre (via directa) no
mostré cambios. intragrupo ni en comparacion con el grupo control (Figura 7-9). El
grupo control, que consisti6 en inyeccion del virus AAV-hSyn-eYFP no mostro
cambios, lo que nos permite inferir que la restitucion de una proteina exégena no
afecta el acicalado directamente, o sea que los efectos registrados en los grupos
experimentales se deben a la restitucion de SAPAP3.

El efecto de la restitucion de la proteina en el estriado sea en la via directa o
indirecta no afect6 la locomociéon como muestra la Figura 10, por lo tanto, se puede
concluir que la restitucion de SAPAPS3 en la via indirecta, correspondiente al grupo
Sapap3-KO A2A-Cre son directamente sobre el acicalado. Llama la atencion que el
grupo correspondiente a la restitucion de SAPAP3 en la via directa (Sapap3-KO D1-
Cre) no cambio su acicalado. Una explicacion es que la restitucion de la proteina
SAPAP3 en la via directa podria tener algun efecto de freno sobre la expresion de
acicalado excesivo; sin embargo, hacen falta mas experimentos para poder concluir
algo al respecto. Una pregunta que podemos hacer dado estos primeros resultados
es. ¢sera la via indirecta la que tiene mas importancia en la generacion de la
conducta compulsiva en este modelo?

Contemplamos que los cambios registrados quizas puedan ser mas
marcados si el tiempo de expresion fuese mas prolongado o si se realiza la
restitucion de SAPAP3 en etapas mas tempranas. Welch et al., 2007 espero de 4-6
meses después de restituir la proteina SAPAP3, empezandola a expresar desde los
10 dias de nacidos los animales para observar cambios en el acicalado excesivo.
Para ver si el tiempo de expresion es una variable que afecte el acicalado o la etapa
en que se restituye, en el futuro dejaremos un tiempo de expresién mayor y en

grupos experimentales paralelos moveremos la etapa de restitucion de SAPAP3 a
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los 10 dias de nacidos los animales donde se ha encontrado que la proteina todavia
no se expresa en el estriado (Kindler y Bockers, 2004).

Otra posibilidad para explicar los resultados preliminares de este trabajo es
gue la restitucion de la proteina SAPAP3 en la via directa o indirecta no es suficiente
para cambiar los niveles del acicalado a los encontrados en los animales WT, siendo
necesaria la restitucion en ambas vias de manera paralela. Esto debido a que
diferentes experimentos han planteado que el balance entre ambas vias es
necesario para la realizacion de las acciones (Cui, 2013; Tecuapetla, 2014). Aunque
nuestros resultados sugieren que la restitucion en la via indirecta es suficiente para
afectar el acicalamiento excesivo, en experimentos futuros restituiremos la proteina
SAPAP3 en ambas vias al mismo tiempo para observar si hay cambios en la
conducta de estos ratones. En un trabajo reciente del laboratorio donde se realizo
esta tesis, se encontro que la inhibicion de la actividad de las neuronas de la via
indirecta disminuye el acicalado excesivo en los ratones Sapap3-KO mientras que
la inhibicion conjunta de ambas vias lo incrementa (Ramirez-Armenta et al., 2021).
Este resultado apoya lo que se encontré en este trabajo ya que pareciera que la via
indirecta es quien tiene algun protagonismo en la generacion del acicalado excesivo,
lo que, a su vez, empata con lo reportado por Welch en el 2007, donde restituir la
proteina en todo el estriado disminuye el acicalado. ¢Sera que la ausencia de
SAPAP3 produce una mayor actividad de la via indirecta sobre la via directa
produciendo un aumento en el acicalado? Por ahora, el hallazgo de que la
restitucion de SAPAP3 en la via indirecta incrementd el acicalamiento excesivo
(Figura7) sugiere que restituir SAPAP3 en esta via ho es lo mismo que decrementar
su actividad motora; también sugiere que quizas la restituciéon de SAPAP3 en la via
indirecta disminuye la actividad general del estriado. Se requieren futuras
investigaciones para discernir como la restitucion de SAPAP3 afecta la actividad del

estriado.
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Conclusiones

1. La estrategia de restitucion de la proteina Sapap3 de manera Cre

dependiente mostro ser exitosa.

2. Larestitucion de la proteina Sapap3 en las neuronas de la via indirecta
del estriado de animales Sapap3-KO, modelo de TOC, incrementa la
presencia de acicalamiento excesivo (compulsiones) sin incrementar

el desplazamiento general de los animales.

Perspectivas

e Evaluar los cambios en el acicalado excesivo a lo largo de 6 meses con
inyecciones virales de HA-Sapap3 en animales Sapap3-KO a los 2 versus
los 10 dias de nacidos.

e Evaluar el restituir la proteina Sapap3 en ambas vias simultaneamente de
animales Sapap3-KO sobre el acicalado excesivo.

e Automatizar la deteccion del acicalado (con ayuda de JABBA)

e Evaluar el restituir la proteina Sapap3 sobre el aprendizaje de conductas
repetitivas en ratones Sapap3-KO.

e Evaluar la restitucion via especifica de los ratones Sapap3-KO en la

actualizacion de la relacién accidon-consecuencia.

34



Informacién complementaria

# Finales Coordenadas Tamaifio(pb)

1 Sal I-Sal I 1173-1177 8573

Tabla 1. Coordenas de corte de la enzima Sal.

# Finales Coordenadas Tamano(pb)
1 EcoRI-EcoRI 4677-2541 6438
2 EcoRI-EcoRI 2542-4676 2135

Tabla 2. Coordenadas de los cortes de la enzima EcoRI y fragmentos resultantes.

# Finales Coordenadas Tamafio(pb)
1 [XhoI-Xhol 5307-1196 4463
2 [XhoI-Xhol 2719-5306 2588
3 [XhoI-Xhol 1197-2718 1522

Tabla 3. Se muestran las coordenas de corte de la enzima Xhol y los fragmentos
resultantes de la digestion.
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Figura suplementaria 1. Ensayo de digestion las enzimas Eco R,

| y Sal l. Los carriles de izquierda a derecha: marcador de peso molecular, plasmido
sin linearizar, Xho I, Eco Rl y Sal I.
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Figura suplementaria 2. Anatomia de los diferentes grupos experimentales.
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