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Resumen

Los receptores NMDA (RNMDA) tienen un rol fundamental en la plasticidad sindptica,
el aprendizaje y la memoria. Dentro de este ultimo proceso, los RNMDA se encuentran
involucrados en las distintas fases, principalmente en la codificacion y almacenamiento
de la informacién. Estos receptores son proteinas de membrana de estructura
heterotetramérica compuestos por dos subunidades GIluN1, obligatorias para el
ensamblado del receptor, y dos subunidades regulatorias: GIluN2 (A, B, C o D) o GluN3
(A o B). En el SNC de mamiferos, en particular en el hipocampo y las estructuras
corticales relacionadas con la formacién de memorias; las subunidades regulatorias de
mayor expresion son GIuUN2A y GIuN2B. La expresion de dichas subunidades varia a lo
largo del desarrollo y en respuesta a la actividad sindptica con un patrén de regulaciéon
muy especifico. Durante el desarrollo embrionario predomina la expresion de GIuN2B;
pero luego del nacimiento, y en paralelo a la maduracién sindptica y neuronal, se
produce un incremento en la expresion de GIuN2A, cambiando la relacidn entre estas
dos subunidades, lo cual se conoce como switch del desarrollo. Este cambio en la
relacion GIuN2A/GIuN2B permite la maduracién sindptica tanto durante el desarrollo
como en la vida adulta, durante el aprendizaje y la formacidon de nuevas memorias.
Durante la presente tesis, estudiamos el rol de la subunidad GIuUN2A en la memoriay el
aprendizaje a través del uso de un modelo knock down de dicha subunidad en el
hipocampo de rata Wistar, luego del switch del desarrollo. Los animales se expusieron
a varios ensayos de comportamiento, permitiendo evaluar distintos tipos de memoria.
Los resultados demostraron que el silenciamiento especifico de GIuN2A in vivo, en CA1
y giro dentado del hipocampo, afecta el comportamiento esperado durante un
paradigma de localizacion de objetos y de interaccién social. Sin embargo, no se
observaron cambios significativos en la memoria de trabajo, sugiriendo que la
disminucion de los niveles de expresidn de GIuN2A, estaria mayormente vinculada a
una alteracién en la adquisicion y-o consolidacién de memorias de tipo espaciales y de
reconocimiento social.
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Abreviaturas

AAV: Vector derivado de virus adeno-asociado.

AAV-sh2A: Vector AAV que codifica para un ARNsh especifico para GIuN2A.

AAV-shSc: Vector AAV que codifica para un ARNsh inespecifico scramble.
AP: Anteroposterior

AP5: 4cido 2-amino 5-fosfono valérico

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

AMPA: Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
BM: Barnes Maze

CA: Campo abierto

DG: Giro Dentado

DPI: Dias post-infeccién.

DV: Dorsoventral.

eGFP: Proteina verde fluorescente mejorada.

Glu: Glutamato

GluN1: Subunidad 1 del RNMDA.

GluN2A: Subunidad 2A del RNMDA.

GluN2B: Subunidad 2B del RNMDA.

GluN2A-KD: animales inyectados con el AAV-sh2A
GluN2A-RNMDA: Receptor NMDA conteniendo GIuN2A.
GIluN2B-RNMDA: Receptor NMDA conteniendo GIuN2B.

IBCN: Instituto de Biologia Celular y Neurociencia.

ID: indice de discriminacién

IF: Intensidad de Fluorescencia

IS: Interaccidn social

KO: del inglés knock out

KD: del inglés knock down

LL: Laterolateral

LTD: Depresion de larga duracién (del inglés Long Term Depression)
LTP: Potenciacién de larga duracién (del inglés Long Term Potentiation)
MOI: Multiplicidad de infeccion.

MoDG: capa molecular del giro dentado
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MLP: memoria de largo plazo

MWM: del inglés Morris Water Maze

MW24: placa multipocillo de 24 pocillos

NMDA: N-metil-D-aspartato

PBS: Buffer fosfato salino (del inglés Phosphate saline buffer).
PoDG: capa polimérfica del giro dentado

RAMPA: receptor AMPA (responde a acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico)
RNMDA: Receptor NMDA (responde al N-metil-D-aspartato)
OF: del inglés Open Field

OL: del inglés Object Location

PS: Plasticidad sindptica

PYR: zona de los somas de las neuronas piramidales

shRNA: del inglés short hairpin RNA

Sl: Sitio de inyeccion.

SNC: Sistema nervioso central.

SO: Stratum Orience

SR: Stratum Radiatum

Y-M: del inglés Y-maze
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Introduccion

Memoria y aprendizaje

El aprendizaje y la memoria son procesos que permiten la modificacion del
comportamiento en base a la experiencia. Se considera que el aprendizaje es la
adquisicidon de nuevos conocimientos sobre el entorno a partir de una experiencia o la
exposicién a un estimulo determinado, mientras que la memoria, es la capacidad de
almacenar el conocimiento adquirido de manera tal de volver a utilizarlo ante el
estimulo adecuado (Kandel and Schwartz, 1982).

La memoria puede tener distinta duracién dependiendo de la experiencia previa y la
fuerza y frecuencia del estimulo que la origind. Principalmente, se distinguen dos
grandes tipos: memoria de corto plazo (MCP) y memoria de largo plazo (MLP) (Kandel,
2001). La MCP es la capacidad de mantener disponible una pequefia cantidad de
informaciéon durante un corto periodo de tiempo (Camina & Giell, 2017) y su
formacién es independiente de la sintesis proteica. Por otro lado, la MLP permite
conservar informacién por periodos de tiempo mas largos, y su formacion implica la
activacion de distintas cascadas de sefiales que llevan a un cambio en el patrén de
expresiéon proteico, lo que induce arreglos estructurales en las células del sistema
nervioso (Kandel, 2001; McGaugh, 2000).

Existen dos enfoques principales de andlisis para el estudio de los mecanismos
involucrados en la memoria y el aprendizaje: 1) comportamental, que evaltua el
desempeiio del sujeto de estudio ante un paradigma especifico y 2) celular y
molecular, que estudia mediante la observacién y medicidén, los cambios biofisicos,
bioquimicos y estructurales en regiones cerebrales especificas, involucradas en las
distintas etapas de la memoria. Es importante mencionar la existencia de un tercer
enfoque que no se abordara en esta tesis, pero es de gran importancia para el estudio
de estos procesos: la electrofisiologia, que se encarga de estudiar las corrientes
eléctricas y los cambios en las mismas dentro de los circuitos neuronales.

Sinapsis y Plasticidad Sindptica

Las sinapsis son el sitio de comunicacion entre las neuronas del sistema nervioso
central (SNC) y periférico. Son estructuras pldsticas cuya composicién molecular y, en
consecuencia, sus caracteristicas funcionales, cambian en respuesta a los distintos
estimulos recibidos (Kandel et al., 2012; Mayford et al., 2012; Nimchinsky et al., 2002;
Zagrean, 2014).

Las modificaciones que ocurren a nivel sindptico se conocen, en conjunto, como
plasticidad sindptica (PS), e implican cambios en la plasticidad neuronal y los circuitos
gue subyacen a la cognicién y el comportamiento. La plasticidad neuronal puede
involucrar cambios en la morfologia, lo que se conoce como plasticidad estructural; vy,
por otro lado, variaciones en la actividad de los receptores y circuitos neuronales
involucrados, definido como plasticidad funcional (Forrest et. al, 2018).

Estos cambios funcionales y estructurales en las sinapsis serian la base del
almacenamiento de una memoria o una experiencia aprendida (Lau and Zukin, 2007).
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Los mismos son inducidos en funcién de la actividad y experiencia. Los cambios de
duracién prolongada dependientes de actividad, como la LTP (potenciacién a largo
plazo, del inglés Long Term Potentiation) o la LTD (depresion de larga duracion, del
inglés Long Term Depression), consisten respectivamente en un reforzamiento o en un
debilitamiento sostenido de ciertas sinapsis (Bliss and Gardner-Medwin, 1973;
MacDonald et al., 2006). Estas formas de PS estarian involucradas en la estabilizacion
de las sinapsis, constituyendo un posible sustrato para el procesamiento del

aprendizaje y la memoria (Bliss and Collingridge, 1993; Bliss and Gardner-Medwin,
1973).

Receptores involucrados en la memoria

La mayor parte de sinapsis excitatorias presentes en el SNC estdn mediadas por el
glutamato (Glu), un aminodcido no esencial que actia como neurotransmisor (Pin and
Duvoisin, 1995; Kelly and Stanley, 2001). Esta molécula participa en una gran variedad
de procesos neuronales involucrados con el aprendizaje y la memoria, la LTP y la PS
(Fairman and Amara, 1999).

A lo largo de los afios, se han identificado dos tipos principales de receptores de Glu: 1)
Receptores ionotrdpicos, correspondientes a canales idnicos dependientes de voltaje
responsables de generar una rdpida respuesta postsinaptica (Figura 1A) y 2)
Receptores metabotrépicos acoplados a proteina G, encargados de modular la
transmisidn sindptica mediante la interaccidn con segundos mensajeros intracelulares
(Figura 1B) (Hollmann and Heinemann 1994; Nakanishi et al. 1998).
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Figura 1. Tipos de receptores de Glu. A. Receptores Inotrdpicos de la membrana plasmatica
neuronal que funcionan como canales idnicos especificos. B. Receptores acoplados a proteina
G, conformados por una gran familia de proteinas receptores transmembrana que responden

a la unién de un ligando particular para generar respuestas celulares especificas. Extraido de
Circuits within the basal ganglia system en Neuroscience. 2nd edition.
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Los receptores metabotropicos modulan la transmision sindptica lenta. Presentan una
estructura clasica de siete dominios transmembrana (caracteristica de los receptores
acoplados a proteina G), que les permite activar vias de sefializacion especificas tras la
unién de Glu. Segun la homologia de secuencia, la farmacologia y las asociaciones de
segundos mensajeros, se clasifican en las subfamilias de los grupos |, Il, [ll y V (Heuss et
al., 1999).

Por otro lado, los receptores ionotrépicos de Glu se dividen en tres grupos principales
segln sus propiedades farmacoldgicas y electrofisioldgicas: los que responden a acido
a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico (AMPA), aquellos que tienen como
agonista al kainato (KA) y los que tienen al N-metil-D-aspartato (NMDA) como agonista
(Hollmann and Heinemann, 1994; Monaghan et al.,, 1989). Los receptores AMPA
(RAMPA) contribuyen a la respuesta rapida de las corrientes postsinapticas
excitatorias, mientras que los receptores NMDA (RNMDA) median la respuesta tardia.
Esto sucede ya que la activacién de estos ultimos depende, entre otros factores, de la
despolarizacion de la membrana post sinaptica inducida por la activaciéon de los
RAMPA, lo que conduce finalmente a un incremento en la concentracidn del calcio
citoplasmatico (Seeburg et al., 1998).

La hipdtesis conocida como "NMDA-LTP hypothesis", propuesta por Morris vy
colaboradores, en relacidn con el aprendizaje de la version espacial del tanque de agua
(en inglés Morris Water Maze, MWM) -con plataforma sumergida no visible-, propone
una relacion directa y causal entre la LTP en el hipocampo, los RNMDA vy el
aprendizaje/memoria (Morris et al., 1986). La misma fue propuesta a partir de que los
antagonistas de RNMDA que inhiben la introduccidn de LTP, bloguean la consolidacién
de las LTM.

RNMDA

Los RNMDA son canales idnicos que se distribuyen en todo el SNC y se expresan en
diversos tipos celulares. Estos receptores, son dependientes de ligando y voltaje ya
que, para promover la entrada de Ca?* y Na* a las células, es necesario que se
produzcan dos sucesos en simultaneo: 1) la unién de los co-agonistas Glu y glicina,
liberados desde las presinapsis, a sus sitios especificos en el receptor. Y 2) la
despolarizacién de la membrana postsindptica, lo que induce un cambio de
conformacion en el RNMDA para liberar el ion Mg?* que, en condiciones de reposo,
bloquea el canal del receptor (Seeburg et al., 1995; Mayer et al., 1984).

Los RNMDA presentan una estructura heterotetramérica ya que estan compuestos por
cuatro subunidades especificas (Figura 2A y 2B). Dos de las mismas, denominadas
GluN1, son obligatorias y permiten el ensamblado del receptor, mientras que las dos
restantes son subunidades regulatorias que le confieren distintas propiedades
farmacocinéticas (Lau & Zukin, 2007; Sanz-Clemente, 2013). Estas ultimas pueden ser
de tipo GIuN2 (GIuN2A — GIuN2D) o GIuN3 (GIuN3A y GIuN3B) y se expresan
diferencialmente dependiendo del momento del desarrollo, la region y la poblacidon
celular analizada. De esta manera se pueden ensamblar receptores di-heteroméricos o
tri-heteroméricos segun la agrupacion de las subunidades que lo conforman (Paoletti
et al.,2013) (Figura 2B).

Pagina | 9



A Poliaminas

GIluN Mg’ GIuN

Di-heteromeric NMDARs
2 1/2A 1/2B 1/2C 1/2D  1/3A7

e D00

Glutamato

s

?

Glicina — il

Tri-heteromeric NMDARs
1/2A/2B 1/2A/2C 1/2B/2D 1/2B/3A

D00 O

Extracelular

Citoplasmico

Figura 2. RNMDA. A. Esquema de la estructura del RNMDA. Adaptada de Kemp & McKernan,
2002. B. Tipo de receptores segun la agrupacién de las subunidades regulatorias. Adaptada de
Paoletti et al., 2013.

En el SNC de mamiferos, en particular en el hipocampo y las estructuras corticales
relacionadas con la formacidn de memorias; las subunidades regulatorias de mayor
expresion son GIUN2A y GIuN2B. (Monyer et al., 1994; Paoletti et al., 2013). El patrén
de expresion de las mismas varia de una manera muy especifica a lo largo del
desarrollo y en respuesta a la actividad sinaptica (Figura 3). Durante el desarrollo
embrionario, existe una expresién preponderante de la subunidad GIuN2B por lo que
los RNMDA dentro del SNC, son ensamblados con dos copias de esta subunidad
(GIuN1; — GIuN2B;). Luego del nacimiento, aumentan los niveles de traduccion vy
transcripcion de GIuN2A, produciendo un incremento de los receptores que contienen
esta subunidad: los diheteroméricos GIuN1; — GIuN2A; y los triheteroméricos GIuN1, —
GluN2A — GIuN2B (Hoffmann et al., 2000; Sans et al., 2000). Este cambio en la relacién
de expresion GIuN2A/GIuN2B se conoce como switch de desarrollo y estd asociado a la
maduracion sindptica de las estructuras involucradas, tanto durante el desarrollo como
durante los procesos de aprendizaje y memoria (Paoletti et al., 2013).
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Figura 3. Maduracién sindptica. Durante el desarrollo, las estructuras inmaduras del SNC
presentan mayoritariamente RNMDA-GIuN2B. Luego del switch del desarrollo y la maduracién
sindptica inducida por actividad, aumenta la expresién de GIUN2A a partir de su ARNm
(grin2a). Adaptado de Paoletti et al., 2013.

RNMDA en la memoria y el aprendizaje

A lo largo de los afios se ha estudiado que los RNMDA tienen un rol fundamental en el
aprendizaje, la memoria y el desarrollo sindptico. En un principio, mediante estudios
en los que se bloqued farmacoldgicamente el receptor (lzquierdo and Medina, 1993;
Jentsh and Roth, 1999; Morris et al., 1986); y posteriormente, mediante ensayos
genéticos donde se bloquearon o se silenciaron las distintas subunidades del mismo en
areas relacionadas con estos procesos (Bannerman et al., 2012; Chen et al., 1992;
Gilmartin and Helmstetter, 2010; Kennard et al., 2009; Morris, 2013; Sun et al., 2016).

La administracion de antagonistas del RNMDA induce un déficit en el rendimiento de
tareas dependientes del hipocampo y la amigdala (Izquierdo and Medina, 1993; Jentsh
and Roth, 1999). Morris y colaboradores demostraron como la administracién en el
hipocampo de agonistas competitivos de los RNMDA, como el acido 2-amino 5-fosfono
valérico (AP5) produce amnesia anterégrada en los animales cuando son expuestos al
MWM (Morris et al., 1986). Asimismo, los estudios farmacoldgicos en ratas y ratones
también revelaron déficits en la memoria social después de la administracién de
antagonistas del RNMDA, como MK-801 (Shimazaki et al., 2010; Hikichi et al., 2013),
PCP (Harich et al., 2007) y ketamina (Gao et al., 2009).

Por otra parte, el estudio en roedores transgénicos y mutantes ha proporcionado
mayor evidencia que apoya la hipdtesis de que los RNMDA estan involucrados en los
procesos de memoria y aprendizaje. Ratones transgénicos knock out (KO) para GluN1
gue, por lo tanto, carecen de RNMDA en la region CA1 del hipocampo, presentan
déficits severos en diversos paradigmas del aprendizaje espacial y no espacial (Shimizu
et al., 2000; Tsien et al., 1996). Asimismo, en otro modelo de ratones KO para la
subunidad GIuN1, no se observaron déficits en la prueba del MWM pero si en la tarea
del laberinto radial que permite evaluar memoria de referencia espacial (Bannerman
et al.,2012). También, se describieron déficits en la memoria de reconocimiento social
en ratones en los que la subunidad GIuN1 se silencid selectivamente en interneuronas
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GABAérgicas corticales y del hipocampo durante el desarrollo posnatal, pero no
durante la edad adulta (Lukas et al., 2011).

No sélo el uso de bloqueantes farmacoldgicos y animales transgénicos nos brinda
informacién de cdémo los RNMDA estan involucrados en los procesos de aprendizaje y
memoria. En trabajos recientes se han reportado cambios en los niveles de expresién o
localizacion de las subunidades del RNMDA luego de diferentes ensayos
comportamentales que involucran la adquisicion de una MLP en diferentes paradigmas
de entrenamiento. En paradigmas que involucran entrenamiento de sesidn Unica,
como la habituacién a un campo abierto (Baez et al.,2013) y el entrenamiento de la
tarea de reconocimiento de objetos (Cercato et al., 2017); se observé un aumento
significativo y transitorio en los niveles de GIuN1 y GIuN2A en el hipocampo). Estos
aumentos también fueron reportados en tareas espaciales que requieren
entrenamientos mas largos, como el hole-board, donde se observé que los niveles de
GIuN1 y GIuN2A se encontraban aumentados en las fracciones sinaptosomales del
hipocampo (Subramaniyan et al., 2015) luego del entrenamiento que inducia una MLP.

Los resultados mencionados previamente demuestran la importancia de la correcta
expresion del RNMDA para la adquisicidon y la expresidon de un MLP en diferentes
paradigmas.

Cambios en la expresion de la subunidad GIuN2A y su relacion con los procesos de
memoria y aprendizaje.

El gen grin2A codifica para la subunidad GIuN2A del RNMDA y mapea en el cromosoma
humano 16p13. En los ultimos anos, se han encontrado mas de 60 mutaciones para
este gen en pacientes que presentan diversos tipos de retraso y trastornos del
neurodesarrollo (Elmasri et al, 2022; Benke 2021). En aproximadamente el 80% de los
pacientes se observa el desarrollo de convulsiones, y en el 60 % de los mismos,
discapacidad cognitiva (Benke et al., 2021; Elmasri et al., 2022). Varias de las
mutaciones descritas se manifiestan con la disminucion en la expresidon de la
subunidad GIuN2A, debido a que no se expresa la proteina o se genera una proteina
truncada (Reutlinger et al, 2010; Lesca et al, 2013; Endele et al, 2010). Por esta razon,
es de gran importancia investigar como los cambios en la expresién de la subunidad
influyen en distintos pardmetros de la cognicién.

Los modelos KO para GIuN2A poseen un desarrollo normal, al contrario que los KO de
GIuN1 y GIuN2B que resultan letales (Paoletti et al, 2013). Sin embargo, se demostré
gue estos KO para GIuN2A presentan déficits de memorias espaciales a corto plazo y
de memoria de trabajo (Bannerman et al., 2008; Bannerman, 2009; Kannangara et al.,
2015) sin cambios en la adquisicion de MLPs espaciales. Ademads, en otro modelo de
ratones KO para la subunidad, se observé un déficit en la memoria contextual durante
una prueba de condicionamiento aversivo dependiente de tono y de contexto (Kiyama
et al,1998). Asimismo, en trabajos donde se les indujo a los animales una mutacién en
el extremo C-terminal de la subunidad GIuN2A, se observd que los mismos exhibian
una memoria de trabajo espacial deteriorada (Bannerman et al., 2008) y presentaban
déficits en la memoria de miedo formada a partir de un condicionamiento aversivo
(Sprengel et al., 1998).
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La expresion de GIuN2A también puede ser disminuida indirectamente. En animales
KO para Kif3b, una quinesina que se encarga de transportar vesiculas con GIuUN2A, se
observé una disminucién de GIuN2A a nivel proteico en las sinapsis. El posterior
analisis de comportamiento de estos animales mostrd déficits tanto en el interés social
durante la prueba de las tres camaras, como en la flexibilidad cognitiva durante la
prueba de Barnes Inverso, que permite identificar si los animales son capaces de
adaptarse frente a situaciones nuevas e inesperadas (Alsabban et al., 2019).

Los resultados publicados a lo largo de los ultimos afos sugieren que la disminucién en
la expresion de GIuN2A desde el desarrollo embrionario, afectan a la MCP y a la
adquisicion de memorias de trabajo espaciales, pero no asi a la MLP. Estos cambios
fueron descriptos en animales que se desarrollaron sin la expresidn (o con la expresion
de una mutante) de GIuN2A. Sin embargo, los pacientes que exhiben mutaciones en
grin2A sélo poseen disminucion de la expresion de GIuN2A, por lo que es importante
continuar con la realizacion de ensayos que puedan demostrar como la disminucién en
la expresion de GIUN2A post switch del desarrollo, afectan la memoria y el aprendizaje
en distintos paradigmas.

Resultados previos del laboratorio

En el Laboratorio de Sinapsis y Neurobiologia Celular, se ha estudiado la disminucién
de la expresidon de GIuN2A mediante un shRNA (del inglés short hairpin RNA) anti
GluN2A codificado por un vector AAV, tanto in vitro, en cultivos primarios maduros de
neuronas de hipocampo como in vivo, mediante inyeccidn intrahipocampal en un
modelo de rata (Acutain et al 2021 y 2023). In vitro, los cultivos fueron transducidos
con el vector AAV-sh2A o un vector control que codifica para un shRNA sin blanco en
células eucariotas (scramble, AAV-shSC). A nivel mensajero se observd, mediante RT-
gPCR, que la expresion de GIuN2A disminuye en los cultivos transducidos con el AAV-
sh2A comparada con los cultivos controles, sin afectar la expresién de los mensajeros
de GIuN1 o GIuN2B. A nivel proteina, se observé una disminucién de GIuN2A, pero no
de GIuN2B lo que produjo un cambio en la relacion GIuUN2A/GIuN2B disminuyéndola
significativamente en aquellos cultivos transducidos con el AAV-sh2A (Acutain et al.,
2021).

Por otra parte, el silenciamiento de GIuN2A in vivo (GIuN2A-KD), en el hipocampo de
ratas Wistar macho jovenes, luego del switch del desarrollo, produjo cambios en la
exploraciéon del espacio (Figura 4) y un déficit en la parte contextual de una memoria
de miedo durante un ensayo de condicionamiento auditivo (Figura 5). En un paradigma
de reconocimiento de objetos (Figura 4A), las ratas en las cuales la expresién de
GluN2A se hallaba disminuida, exploraron por mas tiempo los objetos en una sesién de
entrenamiento en un paradigma de reconocimiento de objetos (Figura 4B). Sin
embargo, los animales GIuUN2A-KD no mostraron un comportamiento diferencial en
comparacion a los animales control durante la sesién de testeo en un paradigma de
reconocimiento de objeto novedoso, alcanzando el criterio de aprendizaje de manera
similar a los controles por lo que los animales GIuN2A-KD pueden diferenciar entre un
objeto previamente conocido y uno totalmente novedoso (Figura 4C y D) (Acutain et
al., 2021).
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Figura 4. Evaluacion de memoria de reconocimiento de objetos. A. Esquema de la prueba de
reconocimiento de objetos (RO) utilizada. B. Analisis del tiempo total de exploracidn de cada
uno de los objetos durante el entrenamiento de la tarea de RO. Se observa una diferencia
significativa en el tiempo total de exploracién de los animales inyectados con el vector AAV-
sh2A (barras rosas) respecto de los controles (barras grises). * P < 0.05. ANOVA de 2 vias, post
test de Tukey. C. indice de discriminacién (ID) entre los objetos, durante el entrenamiento
(barras lisas) y test (barras rayadas). Se observa una diferencia significativa en el ID en ambos
grupos de animales inyectados con los vectores AAV-shSC y AAV-sh2A. *** P < 0.001. ANOVA
de 2 vias, post test de Tukey. D. Tiempo de exploracion total durante la sesién del testeo. No
se observan diferencias significativas entre los grupos de estudio. (Acutain et al., 2021).

Por otro lado, en el paradigma de condicionamiento por miedo utilizado (Figura 5A),
los animales en los cuales la expresion de GIuN2A se hallaba disminuida en el
hipocampo, mostraron similar porcentaje de freeezing ante el test auditivo (Figura 5By
5C) y una disminucién significativa de la respuesta de inmovilidad con respecto a los
controles en la parte contextual (Figura 5D) (Acutain et al., 2021). Esto sugiere que la
adquisicion y-o consolidacion del componente espacial de un paradigma que involucra
la formacién de una memoria asociativa de miedo, con componente aversivo, se
encuentra alterado.
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Figura 5. Evaluacion de la memoria de miedo en los animales GIuN2A-KD (barras rosas) y
control (barras grises). A. Esquema representativo del desarrollo de la tarea y de los contextos
utilizados. B. Tiempo promedio de inmovilidad total de los animales (freezing) durante la
presentacién de los ultimos 2 sonidos durante el condicionamiento. C. Tiempo promedio de
inmovilidad total de los animales durante la presentacién del estimulo condicionado en el test
auditivo en un contexto nuevo. D. Tiempo promedio de inmovilidad total de los animales
durante el test contextual, e ausencia de estimulo condicionado. * P < 0.05, Test de Student.
En todos los casos la respuesta de inmovilidad de los animales (freezing) se expresa como
porcentaje respecto del tiempo total analizado en cada contexto. n=10 animales por grupo

(Acutain et al., 2021).

En conjunto, estos resultados indicarian que, la disminucién de la expresion de GIuN2A
en el hipocampo, produce un déficit en la respuesta dependiente del contexto, pero no
asi en las memorias de asociaciéon (Acutain et al., 2021).

Pagina | 15



Hipotesis y Objetivos

Considerando que a lo largo de los Ultimos afios se han descripto mutaciones en grin2A
en pacientes que presentan diversos tipos de discapacidad intelectual y trastornos del
neurodesarrollo y, que estas mutaciones, producen una disminucién de la expresion en
GIuN2A (Reutlinger et al, 2010; Lesca et al, 2013; Endele et al, 2010), es importante
investigar que sucede en diferentes paradigmas comportamentales cuando la
expresion de la subunidad esta disminuida, sobre todo, después del switch del
desarrollo.

Por esta razén vy, teniendo en cuenta que en distintos modelos murinos donde la
expresion de GIuN2A estd disminuida o silenciada, se producen déficits en la memoria
relacionada con contexto sin alterar la adquisicion de memorias de largo plazo,
proponemos que la disminucién en la expresién de la subunidad GIuUN2A en el
hipocampo, luego del switch del desarrollo, produce cambios en el comportamiento
normal de roedores y en la adquisicidn y consolidacién de memorias de tipo espacial.

Para probar esta hipdtesis, planteamos como objetivo general comprobar si la
disminucion de la expresién de la subunidad GIuN2A, luego del switch de desarrollo, en
el hipocampo de ratas macho adultas, exhibe cambios comportamentales y en la
adquisicion y consolidacion de diferentes paradigmas, poniendo énfasis en las tareas
de tipo espacial.

Esto serd cumplido mediante los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar si el silenciamiento de la subunidad GIuN2A en el hipocampo, afecta la
memoria espacial y el aprendizaje en roedores a partir de las pruebas de Object
Location y Barnes Maze.

2. Evaluar la flexibilidad cognitiva en los animales GIuN2A-KD y controles mediante una
prueba de Barnes Maze inverso.

3. Comprobar si el silenciamiento de GIuN2A en el hipocampo, produce déficits en la
memoria de trabajo y la memoria de reconocimiento social, durante la prueba de Y-
Maze e Interaccion social, respectivamente.

4. Evaluar el drea y patrén de infeccidn de los vectores virales AAV-shSC y AAV-sh2A
utilizados en el modelo de estudio, y comprobar la eficiencia en el silenciamiento de la
subunidad GIuN2A en el grupo GIuN2A-KD.
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A

Materiales y Métodos

PARTE I: Ensayos de comportamiento.

Vectores AAV
Para silenciar la expresién de la subunidad GIuN2A, se emplearon vectores
adenoasociados (AAV) que codifican para un short hairpin RNA (shRNA) especifico
contra el ARNm de GIuN2A (AAV-sh2A) o para una secuencia al azar (scramble) que se
utiliz6 como control (AAV-shSC). Este ultimo, presenta la misma composicién de
nucledtidos que el sh2A, pero sin blanco en células eucariotas (Figura 6A). La
produccién viral se realizé previo al inicio de esta tesis, mediante la cotransfeccion de
células 293SZ con los plasmidos pBS-GFP-U6-sh2A o pBS-GFP-U6-shSc (Figura 6B), el
plasmido helper y el plasmido rep-cap (Tesis de licenciatura, Cecilia Alejandra Vazquez,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FCEN-UBA), 2016). Ambos vectores
obtenidos contienen, como gen reportero, la secuencia de la proteina verde
fluorescente (eGFP), la cual permite detectar aquellas células efectivamente
transducidas (Acutain et al., 2021).
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Figura 6. Secuencia de los shRNA codificadas en los vectores adenoasociados (AAV). A.
Secuencias de los shRNA contra el ARNm de GIuN2A (sh2A) y de la secuencia scramble (shSC)
empleadas en la construccién de los vectores AAV-sh2A y AAV-shSC respectivamente. Debajo
de cada secuencia se esquematiza la estructura del shRNA transcripto (Acutain et al., 2021). B.
Mapas de los plasmidos pBS-GFP-U6-sh2A y pBS-GFP-U6-shSc utilizados para la produccion
viral (Tesis de licenciatura, Cecilia Alejandra Vazquez, FCEN-UBA, 2016).

Animales

En este trabajo se utilizaron ratas Wistar macho adultos jovenes (300-350 g) criadas en
la Sala de Animales de Experimentacién del Instituto de Biologia Celular y
Neurociencias (IBCN), Facultad de Medicina - Universidad de Buenos Aires (Argentina).
Las mismas fueron alojadas en grupos de 3 a 5 animales, en jaulas con agua y alimento
balanceado disponibles ad libitum. Las jaulas con los animales fueron colocadas en
cuartos con condiciones controladas de luz y temperatura, con ciclo de luz: oscuridad
de 12:12h (luces encendidas a las 7:00 AM), y temperatura constante de 23 + 1°C.
Todos los protocolos experimentales utilizados se ajustan a las normas y cuidados
indicados en “National Institute of Health Guide of the Care and Use of Laboratory
Animals” (2011) y se encuentran aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y
Usos de Animales de Laboratorio (RESCD-2023-3685-E-UBA-DCT#FMEDO) de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires. En todos los experimentos se
intentd minimizar el sufrimiento y el nimero de animales utilizados, manteniendo las
condiciones apropiadas para garantizar el bienestar de los mismos. Se utilizaron 14
animales por grupo experimental.

Inyeccion de los vectores
Los vectores virales AAV-shSC (animales control) o AAV-sh2A (GluN2A-KD) fueron
administrados in vivo, mediante cirugia estereotdxica, en la region CA1 del hipocampo
de ratas Wistar macho bajo anestesia general (ketamina:xilazina 75:10 mg/Kg i.p.). El
sitio de inyeccidn se establecié segun las coordenadas del Atlas de Paxinos (Paxinos &
Watson, 2006), desde el Bregma: Anteroposterior (AP) - 4.0 mm, Laterolateral (LL)
3.0 mm, Dorsoventral (DV) -1.8 mm. Posteriormente, se infundieron bilateralmente 2
pl (0.07 pl/min) de los correspondientes vectores AAV (MOI: 2x104) en la region
definida. La multiplicidad de la infeccidn y los dias post inyeccion (DPI) con los cuales
se obtiene una disminucion efectiva de GIuN2A fueron puestos a punto en un trabajo
anterior (Acutain et al., 2021).

A todos los animales se les administré Meloxicam (1mg/kg) por via subcutanea, como
analgésico y antiinflamatorio durante la cirugia, y cada 24 hs hasta 48 hs después de la
misma. Luego de la operacién, los animales fueron devueltos a las jaulas para su
recuperacién, con agua y alimento balanceado disponibles ad libitum. Dichos animales
fueron monitoreados diariamente para controlar la presencia de signos de dolor,
decaimiento o cualquier otro cambio en el patrén de conducta.

Pagina | 18



DPI

Ensayos de comportamiento

Los mismos se llevaron a cabo en una de las salas de comportamiento pertenecientes a
la Sala de Animales de Experimentacion del IBCN, con el siguiente esquema
experimental:

OF IS Y-M

1 1
18 19 20 29 30

|
15
|— oL J | BM | I— Eutanasia

—» 0

Inyecciones
AAV-shSC
AAV-sh2A

Figura 7. Esquema experimental de los ensayos de comportamiento llevados a cabo durante
este estudio. DPI: Dias Post Inyeccién. OF: Open Field. OL: Object Location. IS: Interaccidn
Social. BM: Barnes Maze. Y-M: Y — Maze.

» OF

El ensayo de OF se llevd a cabo para corroborar que las cirugias no hubieran provocado
modificaciones en la locomocién y el patrén normal exploratorio de los animales. La
exposicidn a un campo abierto (CA), permite evaluar distintos aspectos del
comportamiento como la actividad locomotora y exploratoria en roedores, asi como
también el comportamiento simil-ansioso en estos animales. El ensayo consiste en
colocar al animal en un ambiente novedoso, libre de cualquier estimulo apetitivo o
aversivo y dejarlo explorar libremente durante un determinado tiempo. Se evaltan los
cambios en la actividad exploratoria del individuo a medida que pasa el tiempo,
buscando estudiar el comportamiento locomotor normal y la habituacién del animal al
nuevo ambiente (Prut and Belzung, 2003).

En este estudio, el CA novedoso donde se realizé el entrenamiento y la evaluacién
consistid en una caja de madera de 75 cm x 75 cm x 40 cm de altura. El piso, de tipo
vinilico y de color gris, estaba dividido en 25 cuadrados de 15 cm X 15 cm. Las paredes,
funcionaban como claves visuales: dos de las mismas, enfrentadas, eran de color gris
liso —distinto del piso-; y de las adyacentes a estas, una presentaba lineas horizontales,
y la otra, lineas verticales; ambas pintadas en gris claro y negro (Figura 8A).

Para este ensayo se realizé un protocolo de sesidn unica, donde cada animal fue
colocado individualmente en la arena enfrentado a una de las paredes para evitar que
observe el CA antes de iniciada la sesidn. Durante 5 minutos se le permitié explorar
libremente el espacio y, una vez transcurrido dicho tiempo, cada animal fue devuelto a
su jaula original con alimento y agua donde permanecid hasta la siguiente tarea. La
posicion de inicio se alternd entre los animales de experimentacién para evitar
posibles influencias visuales o espaciales del entorno.
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La sesién fue grabada para analizar el comportamiento, registrando los siguientes
parametros exploratorios:

Cruces: El animal realiza un cruce cada vez que atraviesa con las cuatro patas
alguna de las lineas divisorias de los cuadrados en el piso. El nimero total de
cruces durante el tiempo total de la prueba permite obtener una valoracion de
la actividad exploratoria y locomotora del individuo.

Tiempo en el centro: se definié un cuadrante central que cubre el 36% de la
arena (9 cuadrados centrales) para poder delimitar el centro y la periferia de la
misma (Figura 8B). De esta manera se analiz6 el tiempo que el animal
permanecié en cada una de las zonas, pudiendo de este modo realizar una
valoracion completa de la actividad exploratoria horizontal y de la actividad
locomotora de los animales. Se describe que aquellos animales que tienden a
pasar mayor tiempo en el centro que en la periferia, presentan un
comportamiento simil-ansioso.

Elevaciones: Este tipo de comportamiento se visualiza como una postura
bipeda, donde el animal se levanta sobre sus patas traseras y olfatea el aire
circundante, pudiendo estar, o no, apoyado con sus extremidades anteriores
sobre las paredes de la arena. El nimero de dichas elevaciones permite
obtener una valoracion de la exploracidn vertical del espacio.

75

75cm

Figura 8. Arena de prueba para el OF. A. Campo abierto utilizado durante el ensayo, donde se
indican las medidas de la caja utilizada como arena de prueba. B. Definicion periferia-centro.
En amarillo se resalta la zona considerada como “centro”, mientras que en azul se indica la
“periferia” de la arena.
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» Object Location o Ensayo de Localizacion de Objetos (OL)

Este tipo de ensayo sirve para evaluar la memoria espacial, la cual es dependiente del
hipocampo. Se basa en la preferencia intrinseca de un animal por la novedad, la cual
depende de la posicidn de los objetos a utilizar durante la prueba. Durante el ensayo,
se presenta un objeto que se encuentra en una posicidn novedosa frente a otro
colocado en una posicién conocida, siendo los objetos completamente iguales (Vogel-
Ciernia y Wood, 2014). La prueba comienza con la habituacion del animal a la arena
donde se llevard a cabo la tarea. En una sesion posterior, se le permite investigar 2
objetos idénticos en relacion con sefales ambientales espaciales (sesiéon de
entrenamiento). Finalmente, en la sesion de testeo, uno de los objetos se mueve a una
posicion novedosa y se vuelve a introducir al animal en la arena para que explore
libremente ambos objetos. Los roedores sanos, pasan mayor tiempo investigando el
objeto que sufrid un cambio de posicidn (criterio de aprendizaje). Los animales con
lesiones en el hipocampo poseen alteraciones en la adquisicion de memorias
espaciales lo que se refleja en un aprendizaje contextual espacial deteriorado y, en
consecuencia, no muestran preferencia por la nueva ubicacion de los objetos
(Ammassari-Teule and Passino, 1997).

En nuestro caso, el ensayo se llevd a cabo en la arena previamente descripta y
empleada para la prueba de CA. El protocolo consisti6 en cuatro sesiones: 2 de
habituacidn, una de entrenamiento y una de testeo; separadas por 24hs cada una. La
fase de habituacién se realizé durante dos dias consecutivos en los que se les permitid
a los animales de prueba explorar libremente la arena durante 10 minutos, sin la
presencia de los objetos. Durante la fase de entrenamiento, 24 hs después de la
segunda sesidn de habituacidn, dos objetos idénticos y novedosos fueron colocados en
la arena y se permitié a los animales explorar la arena y los objetos durante 5 minutos
(Figura 9A y seccidn resultados, pag. 31, Figura 16). Inmediatamente después, los
animales fueron devueltos a sus jaulas y, al dia siguiente, se realizé la sesién de testeo.
En esta, uno de los objetos mantuvo su posicion original (A) mientras que el otro se
colocd en una posiciéon novedosa (A’) (Figura 9B), y nuevamente se dejé al animal de
prueba explorar el ambiente durante 5 minutos.

fi
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Figura 9. Distribucion de los objetos en la arena de prueba en la tarea de OL. A. Posicidon de
los objetos en la sesién de entrenamiento. B. Posicién de los objetos en la sesidn de testeo.

Todas las sesiones fueron grabadas para su posterior anadlisis. Durante la fase de
entrenamiento y de testeo se registraron los siguientes pardmetros: tiempo de
exploracién, numero de aproximaciones para cada objeto, objeto con el que presentan
la primera interaccion y tiempo (latencia) en el que esto sucede. Se considerd que el
animal estaba explorando un objeto cuando su cabeza apuntaba y estaba a menos de
2 cm del objeto o cuando olfateaba o interaccionaba fisicamente con el mismo.

Para cada sesion, se calculé el promedio del tiempo de exploracion de cada objeto y
con estos valores se calculé un indice de discriminacion (ID) en la fase de testeo
(Acutain et al., 2021):

Tiempo de exploracion 4’ — Tiempo de exploracién A
Tiempo de exploracion A + Tiempo de exploracion 4’

ID =

Como objetos se utilizaron 2 vasos plasticos cénicos rellenos de cemento para evitar
que los animales pudieran moverlos de las posiciones respectivas a cada sesion. Estos
habian sido probados previamente con otro grupo de animales para descartar la
existencia de alguna preferencia por los mismos. El CA y los objetos se limpiaron con
etanol 70% luego de cada sesidn para eliminar marcas olfativas. Para neutralizar la
influencia de posibles preferencias de lugar, para cada animal, el par de objetos fue
colocado en distintas posiciones dentro del campo abierto. Ademas, la posicidén del
objeto novedoso fue intercambiada entre izquierda y derecha aleatoriamente.

» Evaluacion de interaccion social (IS)

El comportamiento social es un concepto amplio que abarca muchos tipos de
interacciones entre individuos de la misma especie. Entre ellas, la capacidad de
aprender y recordar a congéneres especificos es fundamental para la estabilidad de los
grupos sociales. Por esta razén, es de gran importancia comprender las variables que
influyen en la memoria de reconocimiento social, la cual se basa en la capacidad de
diferenciar entre individuos familiares y novedosos (Engelmann et al. 1995; Thor y
Holloway 1982). En roedores, algunos trabajos han demostrado que este tipo de
memoria depende de la integridad del hipocampo (Stevenson and Caldwell, 2014;
Okuyama et al. 2016), y que es afectada por la alteracion de los niveles de RNMDA
(Finlay et al., 2015). Por esto, decidimos evaluar si la disminucién en la expresiéon de
GluN2A en esta regién, produce cambios en la interaccion social y en la capacidad de
diferenciacién entre animales novedosos y conocidos. Para esto, se realizé la prueba
del paradigma de tres camaras (Yang et al. 2011) en una versién adaptada (Habif et al;
2020). La prueba se llevo a cabo en un campo abierto (CA) de 50 x 50 x 39 cm con
paredes de madera contrachapada negra y un piso dividido por lineas blancas en
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nueve cuadrados. (Figura 10A).
Una hora antes de comenzar con el ensayo, se aislé cada rata experimental (rata E) de
sus compaieros de camada en jaulas individuales con agua y comida ad libitum. La
prueba se llevd a cabo durante un unico dia en el cual se realizaron cuatro sesiones,
una a continuacién de la otra: Habituacién al CA - Habituacién al ambiente — Sesién
Objeto-Animal (O-N) — Sesion Animal Conocido-Animal Novedoso (N-N’) (ver
resultados, pag. 41, figura 18). En la primera sesion de habituacién, se colocé a la rata
E en el CA y se le permitié explorar libremente durante 5 minutos antes de ser
devuelta a su jaula individual. Previo a comenzar con la segunda sesién de habituacion,
se limpid el CA con Etanol 70% y se colocaron en dos de las esquinas de uno de los
lados del CA, 2 jaulas idénticas (Figura 10B). Se le permitio a la rata E explorar durante
5 minutos el ambiente modificado y luego fue devuelta a su jaula individual mientras
se prepard la arena para la préoxima sesién, limpiando con Etanol 70% el CA y cada una
de las jaulas. En la sesidn de reconocimiento O-N, una rata novedosa del mismo sexo y
de menor edad (rata N) fue colocada en una de las jaulas y, un objeto de tamafo y
color similar a la rata N, se colocd en la jaula restante. Se dejé a la rata E explorar la
arena por otros 5 minutos, luego de los cuales fue devuelta a su jaula. En la sesién
final, se le permitid a la rata E explorar la arena durante 5 minutos con la rata N
conocida en la misma jaula que en la sesién O-N y un nuevo animal (rata N’) en la jaula
donde se encontraba el objeto previamente.

Todas las pruebas fueron grabadas para su posterior analisis donde se midié durante la
sesion de reconocimiento: el tiempo que la rata E pasé explorando al animal N y al
objeto. Por otro lado, durante la sesién de testeo: el tiempo de exploracién del animal
NyelN.

El indice de discriminacién (ID) relativo a la exploracion de la rata N frente al objeto o
la rata N frente a la rata N’ se calculd de la siguiente manera:

D = Jiempo de exploracion rata N — Tiempo de exploracion del objeto
Tiempo de exploracion rata N + Tiempo de exploracion del objeto
0
ID = Jliempo de exploracion rata N'—Tiempo de exploracion de la rata N
Tiempo de exploracion rata N’ + Tiempo de exploracion de la rata N

Las esquinas donde se colocaron las jaulas, el objeto y los animales novedosos se
fueron rotando entre ratas E para evitar la influencia del contexto. Ademas, tanto la
rata N como la N’ fueron previamente habituadas a las jaulas utilizadas durante el
ensayo para disminuir el estrés debido al espacio reducido. La jaula donde las ratas Ny
el objeto fueron colocadas, se rotaron entre cada animal para prevenir influencias del
entorno. Ademas, entre sesiones y animales experimentales, se limpié el area de
prueba con alcohol 70% para eliminar marcas olfativas.
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Figura 10. Ensayo de comportamiento social. A. Arena donde se realizé el ensayo. B. Posicion
de las jaulas utilizadas durante el ensayo, durante la sesion de Habituacién 2.

> Barnes Maze o Laberinto Barnes Directo e Inverso

El Laberinto de Barnes es una importante herramienta utilizada para evaluar el
aprendizaje espacial complejo en modelos murinos. Consiste en una plataforma
circular elevada de 1,2m de didmetro con 20 orificios ubicados en la periferia de la
circunferencia los cuales se encuentran bloqueados, salvo por uno que conduce a una
caja de escape (orificio de escape). La plataforma se coloca en una habitaciéon con
seflales visuales especificas y luz directa sobre la misma. La prueba se basa en la
preferencia natural de los roedores por los espacios cerrados y oscuros por sobre las
areas abiertas y luminosas. El sujeto experimental es colocado en el centro de la
plataforma, donde explorara el espacio en busca de la cdmara de escape (Gawel et al.,
2019; Harrison et al., 2006). La prueba del Laberinto de Barnes directo se lleva a cabo
durante varias sesiones. En la primera se le indica al animal donde se encuentra el
orificio de escape. En las sesiones siguientes, se lo deja explorar libremente la
plataforma hasta que logre localizar el orificio de salida. Después de varias sesiones de
entrenamiento (establecidas previamente), los roedores suelen recordar cual de los
orificios posee la cdmara de escape y se reduce el tiempo en el que el sujeto
experimental encuentra el mismo. Finalmente, en la sesidon de testeo, todos los
orificios se bloquean (inclusive el de escape) y se le permite al animal explorar la
superficie libremente durante 5 minutos. El criterio de aprendizaje se logra si el animal
pasa un mayor tiempo explorando el cuadrante correspondiente al orificio de salida.
Esto brinda indicios de una memoria sana y un correcto aprendizaje de la tarea.

En complementacidn con este ensayo, se puede realizar el Laberinto de Barnes inverso
en el que, luego de realizar la prueba directa, se rota el orificio de salida a 1802 de la
posicién original y se repite la metodologia aplicada en el protocolo directo. Esto
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permite evaluar la flexibilidad cognitiva en el aprendizaje de la nueva ubicacion (Paul
et al. 2009; Stalnaker et al. 2009).

En el presente estudio se utilizd una plataforma octogonal negra (0,6 m del centro a
cada vértice), que contenia 20 orificios distribuidos de manera uniforme en su
periferia, separados cada uno por 5 cm. Debajo de los mismos contdbamos con placas
negras de madera removibles (Figura 11A).

El ensayo del Laberinto de Barnes directo se divide en tres fases principales:
habituacién, entrenamiento y testeo. Antes de comenzar con las sesiones de
entrenamiento, las ratas se habituaron a la caja de escape y se realizd una primera
sesidén para indicarle a cada animal donde estaba el orificio de escape. La fase de
entrenamiento se llevéd a cabo durante cuatro dias consecutivos. Al inicio de cada
sesién (una por dia), ubicamos al animal en el centro de la plataforma y lo cubrimos
con una caja de 36X19x24 cm durante 10 segundos (para evitar que observe el entorno
antes de comenzar con el tiempo de la prueba). Posteriormente, levantamos la caja y
permitimos que la rata explore libremente hasta encontrar el orificio de escape o hasta
gue se cumplan 5 minutos. En el dia cinco, para la fase de testeo, cubrimos el orificio
de escape con la placa de madera respectiva y permitimos que cada rata recorra
durante 5 minutos la plataforma. Inmediatamente después de finalizada la prueba
directa, en el sexto dia, se comenzd con el ensayo del Laberinto de Barnes inverso. La
metodologia fue la misma utilizada para la prueba de Barnes directo, con la diferencia
de que no se realizo la sesion de habituacion y el orificio de escape se colocd del lado
opuesto, a 1802 de la posicidn original. El resto de las sesiones (entrenamiento y
testeo) se llevaron a cabo repitiendo el protocolo del Barnes directo, explicado
anteriormente.

Entre los distintos animales se roté el orificio de escape para neutralizar la influencia
de posibles preferencias en el espacio donde se llevé a cabo la prueba. Ademas, la
plataforma y la caja de escape se limpiaron con etanol 70% luego de cada sesidn para
eliminar marcas olfativas.

En este paradigma, todas las pruebas fueron grabadas para su posterior analisis. En las
sesiones de entrenamiento se midié el tiempo hasta encontrar el orificio de salida y el
numero de orificios con los que el animal interaccionaba hasta encontrar el de escape,
a los cuales se los indic6é como “errores”. Para el analisis del testeo, se dividio la
plataforma en 4 cuadrantes (Figura 11B) y se midi6 el tiempo que pasaban en cada
uno.
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Figura 11. Laberinto Barnes. A. Plataforma octogonal utilizada durante el ensayo. B. Definicion
de los cuadrantes (en verde) utilizados para el analisis de la prueba de testeo. El nimero 1 es
el que contiene el orificio de escape indicado con el circulo rojo, siendo los cuadrantes
adyacentes los enumerados como 2 y 4, y el nimero 3 como el opuesto de salida.

> Y—Maze

El laberinto en forma de “Y” es una prueba de comportamiento que se utiliza para
evaluar la memoria de trabajo espacial en roedores, la cual permite medir la capacidad
para explorar nuevos entornos. La prueba se lleva a cabo en un laberinto en forma de
Y que presenta un brazo de salida y dos idénticos de meta (izquierdo y derecho). En un
principio, se bloquea la entrada a uno de los brazos de meta y se le permite al animal
explorar el restante y el de salida libremente. La funcién de memoria del animal se
prueba cuando se lo devuelve al laberinto con todos los brazos abiertos. Un roedor con
memoria de trabajo intacta recordara los brazos visitados anteriormente y mostrara
una tendencia a entrar en el brazo novedoso con mayor frecuencia (Kraeuter et. al
2019). Esta prueba es particularmente util como prueba inicial de la funcién de la
memoria de trabajo en roedores. Se conoce que varias regiones del cerebro, incluido el
hipocampo, el tabique, el prosencéfalo basal y la corteza prefrontal, estdn involucradas
en esta tarea (Kirby et. al 1967; Divac et. al 1975; Johnson et. al 1977).

En nuestro caso utilizamos un laberinto acrilico blanco en forma de Y. Cada brazo del
laberinto tenia 27 cm de largo y 10 cm de ancho, con paredes de 40 cm de alto,
impidiendo que el animal visualice cualquier sefal externa. Todos los brazos contaban
con puertas de guillotina para facilitar el cierre o apertura de los mismos, seguln
correspondiera (Figura 12A).

La prueba consistio en 2 sesiones seguidas, realizadas durante el mismo dia. En la
primera, el animal fue puesto en el brazo de salida, se bloqued uno de los brazos con
las puertas de guillotina y se le permitié explorar libremente los dos restantes durante
3 minutos. Luego, se retird al sujeto experimental del laberinto, se limpié el mismo y se
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prosiguidé con la segunda sesion. En esta, todos los brazos estaban disponibles por lo
que cada rata explord libremente los tres brazos durante 3 minutos. Al igual que en las
pruebas anteriores, entre los distintos animales se definié el brazo novedoso de forma
alternada para neutralizar la influencia de posibles preferencias en el espacio donde se
llevd a cabo la prueba. Ademas, el laberinto en Y se limpid con etanol 70% luego de
cada sesion para eliminar marcas olfativas.

Todas las pruebas fueron grabadas para su posterior andlisis. En cada una, se midio el
tiempo de permanencia en cada uno de los brazos (Salida - Conocido — Novedoso) y el
numero de veces que los animales ingresaban a cada uno de los mismos. Se considerd
como “entrada” cuando el animal pasaba la mitad de su cuerpo por la linea de
referencia. El mismo parametro se utilizdé para definir cuando salia del brazo. Con esta
informacién se calculd el porcentaje de exploracién y la preferencia por los brazos
individuales para la sesién de testeo. A su vez, tanto para el entrenamiento como para
el testeo, se calculé la preferencia entre brazos.

Tiempo de exploracidén brazo Salida/Conocido/Novedoso
Tiempo total de la sesion

% de Exploracion =

ID _ = T’ brazo meta — T’ brazo de Salida
Entrenamiento Tiempo total de la sesion
ID

T’ brazo Novedoso — T’ brazo Conocido
Testeo Tiempo total de la sesion
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Figura 12. Laberinto en Y. A. Laberinto utilizado durante el ensayo B. Se indican en naranja las
lineas de referencia utilizadas para definir la entrada y salida a los brazos.

Después de pasar por la bateria de pruebas comportamentales, los animales fueron
perfundidos con una solucién de paraformaldehido al 4% (PFA4%) en buffer fosfato
salino 1X (PBS 1X) para fijar el tejido. Los cerebros fueron disecados y se colocaron en
PFA 4% a 4 2 C durante 3 horas. A continuacion, las muestras se colocaron en una
solucion de 30% Sacarosa en buffer fosfato (PB) 0.1M a 4 2 C hasta que se sumergieron
completamente (aproximadamente entre 3 y 5 dias). Finalmente, se conservaron a -
802 hasta su posterior utilizacién.

PARTE II: Procesamiento de Muestras

Inmunofluorescencia

Una vez fijados, los cerebros se cortaron mediante criostato (Leica CM1850) en rodajas
de 20 a 30 um de espesor que fueron conservadas de manera seriada en solucién
criopreservadora (Etilenglicol 30%, Glicerol 20% en PBS 1X) en una placa multipocillo
de 24 pocillos (MW24), colocando 3 rodajas por pocillo. Las muestras obtenidas se
preservaron hasta su utilizacién a -20°C. Para la inmunofluorescencia, se seleccionaron
las rodajas correspondientes a 3 alturas diferentes del hipocampo segun las
coordenadas del Atlas Paxinos & Watson (Figura 13) y se lavaron en PBS 1X. Las
mismas correspondian al sitio de inyeccion (Sl, aproximadamente -4,00 mm desde el
Bregma), una rodaja a 1 mm del S| hacia anterior y una hacia posterior (-1 y +1
respectivamente) (Figura 13).
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Figura 13. Alturas de las rodajas seleccionadas para el andlisis de inmunofluorescencia. Sl
(rojo): altura del sitio de inyeccién. -1 (negro): un milimetro hacia la regién anterior del cerebro
desde el Sl. +1 (negro): un milimetro hacia la regidn posterior del cerebro desde el SI. Imagen
adaptada de Atlas Paxinos & Watson, 2003.

Luego, se realizé el bloqueo de los sitios inespecificos junto con la permeabilizacion de
las membranas, con una solucién de PBS 1X conteniendo 0,5% de Triton X-100 y 5% de
suero normal de cabra decomplementado, durante 2 horas, en agitaciéon suave a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos con
PBS 1X y las rodajas se incubaron con el anticuerpo primario diluido en PBS 1X
conteniendo 0,25% de Triton X-100 y 2,5% de suero normal de cabra a 4°C, over night
(ON), en agitacion suave. Al dia siguiente, se lavaron las muestras con PBS 1X (tres
lavados de 10 minutos cada uno) y se incubaron con el anticuerpo secundario diluido
de la misma manera que los primarios, durante 2 horas a temperatura ambiente, en
agitacién suave y en oscuridad. Luego, se realizaron tres lavados de 10 minutos con
PBS 1X y las rodajas se incubaron con una dilucion de Hoescht (1:5000) en PBS 1X.
Después de realizar los lavados en PBS 1X, se colocaron las rodajas en un portaobjetos
para su secado y por ultimo se realizé el montaje con Mowiol 4-88 y se cubrié con el
cubreobjetos correspondiente. En los ensayos realizados se utilizaron los siguientes
anticuerpos:

- Anti-GIuN2A policlonal de ratén (1:200) (Cell Signalling, Nro. catdlogo 4205S).
- Anti-eGFP monoclonal de ratén (1:400) (Hibrydome Bank, Nro. catdlogo 126A6)
- Anti-conejo A647 (1:2500) (Jackson InmunoResearch 111-606-003)

- Anti-ratén A488 (1:2500) (Jackson InmunoResearch 111-545-003).
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Andlisis de imdgenes
Los preparados se observaron mediante microscopio invertido de fluorescencia
(Olympus 1X83) utilizando los filtros correspondientes. En el mismo se tomaron
imagenes a un aumento de 20X para su posterior analisis.

Para cada hipocampo correspondiente a las alturas mencionadas, se analizaron 4
regiones especificas de esta estructura: CA1, CA2, CA3 y giro dentado (GD). Asimismo,
para cada region se realizd un analisis de las subareas correspondientes: PYR (zona de
los somas de las neuronas piramidales), SO (Stratum Orience) y SR (Stratum Radiatum)
para CA1l, CA2 y CA3; y PoDG (capa polimérfica del giro dentado) y MoDG (capa molecular
del giro dentado) para GD (Figura 14).

Figura 14. Estructura y regiones del Hipocampo. Divisidon de las subareas dentro de las
distintas regiones del hipocampo. Para las regiénes de CA1, CA2 y CA3 se indican las dreas PYR
(zona de los somas de las neuronas piramidales), SO (Stratum Orience) y SR (Stratum
Radiatum). Para GD se indican las zonas PoDG (capa polimérfica del giro dentado) y MoDG
(capa molecular del giro dentado). Adaptado de Atlas Paxinos (Paxinos et al., 2006)

En cada regidn, se obtuvieron imagenes de los campos en los cuales se observaron
neuronas eGFP positivas (aproximadamente 5 campos por regién) y, mediante el uso
del software Imagel, se seleccionaron los somas de estas células. En los mismos, se
midiod el area y la intensidad de fluorescencia promedio (IF) para cada anticuerpo
utilizado. Con esta informacion se calculd la relacion entre la IF de GIuN2A vy la IF de
eGFP para corroborar la efectividad de los vectores AAV.
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Andlisis estadistico
Para todas las variables obtenidas, primero se verificd la distribuciéon mediante el test
de Normalidad y Log-normalidad. Los datos paramétricos, provenientes de variables
cuantitativas que se distribuyen normalmente, se expresaron como MEDIA + EEM
(error estandar medio). En los casos donde se compararon dos grupos o variables de
muestras dependientes o independientes se utilizé el test t de Student. Mientras que
para las comparaciones entre mas de dos variables se realizé un Andlisis de Varianza
de dos vias (ANOVA), seguido por un test de comparaciones multiples de Newman-
Keuls o de Dunnet. Por otra parte, los datos no paramétricos provenientes de variables
cuantitativas que no seguian una distribucién normal, cuya distribucidn era asimétrica
y-0, con valores discretos, se expresaron como MEDIANA y rango. En este caso, cuando
se compararon dos grupos, se utilizé una prueba de Mann Whitney para muestras
independientes, o prueba de Wilcoxon para muestras pareadas.

En caso que no se cumpliera la normalidad de las variables y cuando se analizaron mas
de dos variables, se empled Analisis de dos Varianzas con test de Kruskal-Wallis para
muestras independientes, o de Friedman para muestras pareadas, seguido por test de
comparaciones multiples de Dunn. Para los indices de Discriminacién (ID), ademas de
realizar una prueba t de Student, se llevd a cabo una prueba t de una Unica muestra
gue permite comparar las medias obtenidas con un valor medio hipotético. El analisis
estadistico se llevd a cabo utilizando el programa Graphpad Prism 9.
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Resultados

PARTE I: Ensayos de comportamiento.

Memoria y aprendizaje en ratas GIuN2A-KD.

La correcta expresion en tiempo y espacio de GIuN2A juega un rol fundamental en los
procesos de plasticidad y memoria. Sin embargo, existen evidencias contradictorias en
cuanto a la disminucién de la expresién de esta subunidad y el efecto en los procesos
mencionados (Acutain et al., 2021; Bannerman, 2008; Bannerman et al., 2008; Kiyama
et al., 1998; Sprengel et al., 1998). Considerando tales antecedentes, en este trabajo se
evalud si el silenciamiento de GIUN2A en el hipocampo de rata luego del switch del
desarrollo, afecta la adquisicion de nuevos aprendizajes y la memoria espacial. Para
esto se utilizo un modelo de ratas KD empleado en estudios previos del laboratorio
(Acutain et al., 2021). Inicialmente, se inyectaron los vectores AAV-shSC (animales
control) o AVV-sh2A (GIuN2A-KD) bilateralmente en la regién CA1l del hipocampo de
ratas Wistar macho adultos, mediante cirugia estereotaxica. A los 15 DPIs, ambos
grupos de animales fueron expuestos a una bateria de ensayos de comportamiento
(ver Materiales y Métodos, pag. 18, figura 7) que involucran principalmente al
hipocampo en las etapas de adquisicion y consolidacién de la memoria.

-  ENSAYO DE CAMPO ABIERTO

La prueba de campo abierto es una prueba sencilla que permite evaluar
comportamientos estereotipados de roedores. En este trabajo, el ensayo se llevd a
cabo para corroborar que la expresién de los vectores no introduzca modificaciones en
la locomocién y el patrén normal exploratorio de los animales (Prut and Belzung, 2003;
Cercato et al., 2017).
Durante esta prueba, se expuso a los animales a una arena novedosa y se les permitié
explorar libremente el espacio por 5 minutos. Posteriormente, se analizd el numero
total de cruces en la grilla dibujada en el piso del espacio novedoso (medida de
locomocién), asi como el tiempo que los animales pasaban en la periferia y el centro
del mismo (evaluacion de comportamiento simil ansioso) (Figura 15A y B). Ambos
grupos de estudio presentaron un patron de exploracidon horizontal similar vy, el
posterior analisis estadistico demostrd que no existen diferencias significativas en el
numero de cruces entre el grupo de animales control y el grupo de animales GIuN2A-
KD (Figura 15A). Por otro lado, ambos grupos, control y GIuUN2A-KD, presentaron un
numero de elevaciones similar (Figura 15C), por lo que tampoco se veria alterada la
exploracién vertical cuando la expresion de GIuN2A se encuentra disminuida. Ademas,
no observamos cambios en el tiempo de exploracion en el centro y la periferia, lo cual
sugeriria que los animales GIUN2A-KD no presentan conductas simil-ansiosas
significativamente distintas que los controles (Figura 15B).
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Estos resultados indicarian que, el silenciamiento de la subunidad GIUN2A en el
hipocampo, no afecta la capacidad exploratoria ni la locomocién en el modelo
evaluado, ni induce comportamientos simil-ansiosos.

ns B C ns
250 —
[=2] - ns 50—
" o % AAV-shsC
8 200+ ug .- c 904 2 40- AAV-sh2A
S — =] c
5 H TN § 5 s o
o 1807 | 5 151 8304 .il. ~T™
s -+ s 3 I e
T 100 3 10 T @ 204 |
S g — g
2 50 o
= 8 51 | <= =z 10
g 2y
0- 2 o 0-
9 o v o v+
& & & o & &
P 2 &7 K%, 47 &
S S &

Figura 15. La disminucidn de la expresiéon de GIuN2A en el hipocampo, no afecta la capacidad
exploratoria ni la locomocién en ratas. Para ambos grupos, animales control (gris) y animales
GIUN2A-KD (naranja), se evalué: A. Numero total de cruces. B. Tiempo de exploracién en el
centro de la arena. Prueba T de Student (ns p = 0,4228). C. NiUmero de elevaciones. Prueba T
de Student (ns p = 0,3485). No se observaron diferencias significativas para ninguna de las tres
variables mencionadas entre los grupos analizados durante el ensayo de CA. n = 14 animales
por grupo.

- ENSAYO DE LOCALIZACION DE OBJETOS

En un trabajo anterior se observé que la disminucion de la expresidon de GIuN2A induce
un déficit en la consolidacién de una memoria de miedo relacionada con contexto,
pero no en el paradigma de reconocimiento de objetos novedosos (Acutain et al,
2021). Por lo que, en la presente tesis, se evalud un paradigma de memoria espacial de
entrenamiento Unico en ratas GIuUN2A-KD y sus respectivos controles. Para esto, se
expuso a ambos grupos de animales a una prueba de localizacion de objetos que
permite evaluar la adquisicion de una MLP de tipo espacial y la capacidad de
discriminacidon entre posiciones espaciales (Figura 16). Este ensayo se realizé en 4
sesiones, separadas por 24 hs cada una. Las dos primeras correspondieron a la
habituacién de la arena donde se llevé a cabo el ensayo. Las mismas fueron seguidas
de una sesidén de entrenamiento donde se presentaron los objetos novedosos, y una
ultima sesién de testeo, en donde se cambid la posicion de uno de los objetos
previamente presentados (Figura 16A). En las sesiones de entrenamiento y testeo, se
contabilizd el tiempo que el animal exploraba cada uno de los objetos y el nimero de
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veces que interactuaba con los mismos. A su vez, se calculé el ID indicado en la seccién
de materiales y métodos correspondiente a este trabajo (pag. 21).

Durante la sesidn de entrenamiento, se observd que la exploracion de ambos objetos
fue similar en las ratas control y GIuN2A-KD. Los animales de ambos grupos no
presentaron diferencias significativas en el tiempo total de interaccidn con los objetos
(Figura 16B). Ademas, el tiempo de exploracién y el nimero de aproximaciones, no fue
significativamente diferente entre el objeto de la derecha y el de la izquierda en los
animales control y GIuN2A-KD (Figura 16C). Esto indica que ambos grupos no
presentan preferencia por una posicién u objeto durante la fase de entrenamiento.

Durante el testeo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos para el
tiempo total de interaccidn con los objetos (Figura 16D). Al analizar cada grupo, las
ratas control interaccionaron significativamente mas tiempo con el objeto que se
encontraba en una posicién novedosa frente al que mantuvo su posicidn original,
cumpliendo el criterio de aprendizaje (Figura 16E). Sin embargo, en los animales
GIuN2A-KD se observa una mayor dispersion de la poblacién: algunos animales
interaccionan mas tiempo con el objeto en la posicién conocida, otros con el objeto en
la posicidn novedosa y otros pasan similar tiempo explorando ambas posiciones. Este
mismo comportamiento se visualiza para el nidmero de aproximaciones a cada
localizacion (Figura 16E). Al comparar los ID obtenidos en el entrenamiento y el test,
los animales inyectados con el vector AAV-shSC presentan una diferencia significativa
entre el ID de la sesidon de entrenamiento y de testeo lo que indicaria que el grupo
control alcanzé el criterio de aprendizaje. En cambio, para el grupo GIuN2A-KD, no se
observa esta diferencia entre los ID de las sesiones de entrenamiento y testeo (Figura
16F). Los resultados, en conjunto, sugieren que la disminucién en la expresion de la
subunidad GIuN2A en el hipocampo induciria un déficit en el paradigma de localizacion
de objetos, sugiriendo que la memoria espacial de largo plazo estaria afectada en este
modelo.
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Figura 16. Evaluacion de memoria espacial y criterio de aprendizaje en un paradigma de
localizacién de objetos para animales control (puntos grises) y GluN2A-KD (puntos naranjas).
A. Esquema utilizado para llevar a cabo el ensayo. B. Tiempo total de interacciéon durante la
sesion de entrenamiento. C. Tiempo de interaccidon y nimero de aproximaciones a los objetos
durante la sesién de entrenamiento. No se observa preferencia por la posicion izquierda o
derecha en ninguno de los dos grupos experimentales. D. Tiempo total de interaccién con los
objetos, durante el testeo. E. Tiempo de interaccién y nimero de aproximaciones a los objetos
durante la sesidn de testeo para cada grupo. Los circulos indican la exploracién del objeto en la
posicién familiar y los cuadrados la localizacion novedosa para cada animal dentro de cada
grupo. Los animales control interaccionan significativamente mas tiempo y veces con el objeto
gue se encuentra en una posicidn novedosa. Multiple Wilcoxon Test (**p = 0,004) En los
animales GIuN2A-KD, no se observan diferencias significativas. Multiple Wilcoxon Test (p =
0,094238). F. ID para la sesion de entrenamiento y la sesién de testeo. Se observan diferencias
significativas entre el ID del entrenamiento y del test para el grupo control (***p = 0,0003),
pero no para el grupo GIUN2A-KD (p = 0,2035). Mann — Whitney Test. n= 10 control, n= 13
GluN2A-KD.

- Y- MAZE

Debido a que Bannerman y col (2009) observaron un déficit en las memorias de
trabajo en un modelo de GIuN2A KO y teniendo en cuenta el déficit observado en la
prueba de OL de esta tesis, decidimos realizar otros ensayos que permiten evaluar la
memoria espacial y la memoria de trabajo. Para esto, los animales control y GIuN2A-
KD fueron expuestos a la prueba del “Laberinto en forma de Y”. En un mismo dia, se
llevaron a cabo dos sesiones consecutivas: Entrenamiento — Testeo. Durante la sesidn
de entrenamiento, se bloqued la entrada a uno de los brazos del laberinto y se le
permitid al sujeto experimental recorrer libremente los dos brazos restantes. En la
sesion de testeo, se permitid el libre acceso a los tres brazos del laberinto para que el
animal explorara por otros 3 minutos (Figura 17A). En ambas sesiones, se contabilizé el
tiempo dentro de cada brazo y el nimero de entradas a los mismo y se calculd el ID
para la preferencia de brazos (ver Materiales y Métodos pag. 27).
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Figura 17. Evaluacion de la memoria espacial a corto plazo. A. Esquema llevado a cabo para el
ensayo del laberinto en forma de Y. B. Porcentaje de exploraciéon durante el testeo para brazos
individuales. Se observan diferencias significativas entre el brazo novedoso y el brazo
conocido. ANOVA, test de comparaciones multiples (AAV-shSC ***p = 0,0001; AAV-sh2A **p=
0,0010). C. Numero de entradas a brazos individuales durante el testeo. Ambos grupos
ingresan significativamente mas veces al brazo novedoso. ANOVA, test de comparaciones
multiples (AAV-shSC **p = 0,0011; AAV-sh2A **p= 0,0094). D. Preferencia entre brazos
durante testeo y entrenamiento. En ambos grupos se observan diferencias significativas entre
el ID de la sesion de entrenamiento y el obtenido durante el testeo. Prueba T de Student no
pareada (AAV-shSC **p = 0,0003; AAV-sh2A *#*p=0,0003). n= 12 animales por grupo. Animales
control (puntos grises), GIUN2A-KD (puntos naranjas).

Contrario a lo esperado, los animales control y los GIuN2A-KD mostraron un
comportamiento similar a lo largo de la prueba. Ambos grupos de estudio no
presentaron diferencias significativas en el nimero de entradas y el tiempo de
permanencia en cada uno de los brazos. En el analisis posterior se observé que existen
diferencias significativas para el porcentaje de exploracién (Figura 17B) y el nimero de
entradas (Figura 17C) entre el brazo novedoso y el brazo conocido. Este
comportamiento se observa para los animales GIuN2A-KD y los controles ya que no
existen diferencias significativas entre los mismos para las variables previamente
mencionadas. Tanto para los animales control como para los GIUN2A-KD, el ID fue
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significativamente mayor durante la sesidén de testeo en comparacién con el ID de la
sesion de entrenamiento (Figura 17D), lo que indicaria que ambos grupos pasan una
mayor cantidad de tiempo en el brazo novedoso que en el previamente conocido.
Estos resultados indican que la disminucion de la expresion de GIuN2A en el
hipocampo, luego del switch del desarrollo, no produce déficits en la discriminacién
entre un brazo previamente conocido y uno novedoso en el paradigma de Y - maze,
por lo que la memoria de trabajo espacial no se veria afectada por el silenciamiento de
dicha subunidad en este modelo.

- LABERINTO BARNES DIRECTO E INVERSO

Posteriormente, llevamos a cabo la tarea del laberinto de Barnes debido a que permite
evaluar el aprendizaje espacial complejo y las deficiencias de memoria de este tipo en
roedores. Las diferentes fases de la tarea permiten medir el aprendizaje espacial
(Barnes directo) y la flexibilidad cognitiva (Barnes Inverso) (Gawel et al. 2019). La
prueba consta de una plataforma circular en altura que posee una serie de orificios en
su periferia, los cuales permiten al sujeto salir del laberinto a una caja de escape. El
ensayo se basa en la preferencia innata de los roedores por los espacios oscuros y
cerrados en lugar de las areas abiertas y luminosas (Harrison et al. 2006).

Para comprobar si la disminucién de la expresién de GIuN2A en el hipocampo de ratas
Wistar produce un déficit en el aprendizaje espacial complejo, expusimos a animales
control y GIuN2A-KD a la prueba del laberinto de Barnes directo (Figura 18) seguido
por su versién inversa (Figura 19). La prueba constd de una fase de habituacion, para
mostrarle al animal donde se encuentra el agujero de salida; cuatro sesiones de
entrenamiento, donde se midié el tiempo que transcurrié desde que el animal fue
depositado en el centro de la plataforma hasta que encontré el agujero de salida
previamente presentado (latencia de escape); y una sesidn de testeo, durante la cual
se bloquearon todos los orificios de la plataforma (incluyendo el de escape) y el animal
exploré libremente la misma durante 5 minutos. Todas las sesiones se grabaron para
su posterior analisis y, durante el testeo, se midié el tiempo que el animal paso en cada
uno de los cuatro cuadrantes definidos en la arena.

Durante la prueba de Barnes Directo, no se observaron diferencias en el
comportamiento entre los grupos de estudio. Tanto en los animales control como en
los GIuUN2A-KD, se observa una disminucién en la latencia de escape a lo largo de los
dias de entrenamiento, lo que sugeriria que ambos grupos presentan un
comportamiento similar durante el aprendizaje complejo en este tipo de paradigmas.
A partir del analisis de los videos, no se observaron diferencias significativas entre los
animales inyectados con el vector AAV-shSC y AAV-sh2A para el porcentaje de
exploracion (Figura 18A) y la distancia recorrida (Figura 18B) durante la version directa
de este paradigma. Asimismo, ambos grupos presentaron una disminucién significativa
en la latencia de escape entre el dia 1 y el dia 4, lo que indicaria que el silenciamiento
de GIuN2A no impide que los animales recuerden el agujero de salida a lo largo de las
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sesiones de entrenamiento (Figura 18C). Durante el testeo, no se observaron
diferencias para el factor vector, pero si para el factor cuadrantes. El tiempo de
exploracién de la zona 1 para las ratas control, donde se encontraba previamente el
orificio de salida, fue significativamente mayor que el tiempo de exploracién de las
zonas restantes. Sin embargo, las ratas GIUN2A-KD no mostraron diferencias
significativas en el tiempo de exploracion para las cuatro zonas analizadas, lo que
indicaria que no existe preferencia por alguno de los cuadrantes de estudio. En ambos
grupos se observa una tendencia a explorar menos tiempo la zona 3, correspondiente
al cuadrante mads alejado del agujero de salida, pero esta diferencia resultd
estadisticamente no significativa (Figura 18E). Los resultados obtenidos durante la
prueba de Barnes Directo indican que ambos grupos logran recordar la posicién del
orificio de escape en el transcurso de los dias de entrenamiento, lo que sugeriria que la
disminucion en la expresion de GIuN2A no afecta el aprendizaje en este tipo de
paradigmas. Sin embargo, durante el testeo, no se presentan diferencias en el tiempo
de exploracidn de zonas dentro del grupo GIuN2A-KD, sugiriendo que el silenciamiento
de la subunidad no permite diferenciar la zona 1 de las restantes.
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Figura 18. La disminucion de la expresion de GIUN2A en el hipocampo, no afecta el
aprendizaje complejo ni la memoria en ratas. A. Porcentaje de exploracion del area. No hay
diferencias significativas entre los grupos (p = 0,3038). T de Student. B. Distancia recorrida
durante el test de exploracién de zonas. Los animales GIuUN2A-KD no recorren una distancia
significativamente diferente a la recorrida por los animales control (p = 0,4543). T de Student.
C. Tiempo transcurrido hasta ingresar al orificio de escape. Se observa una disminucién de la
latencia a medida que se realizan las distintas sesiones de adquisicion. D. NUmero de errores
hasta ingresar al orificio de escape. E. Test de exploracidon de zonas. La zona 1 representa
aquella donde se encuentra el orificio de escape. Mediante una prueba ANOVA de dos vias, no
se presentan diferencias significativas entre los grupos de animales (p = 0,9944), pero si entre
las diferentes zonas de estudio (p= <0,0001). Los animales control recorren significativamente
mas tiempo la zona 1. Test de comparaciones multiples. n= 6 control (puntos grises), n=5
GIuN2A-KD (puntos naranjas).

En la prueba de Barnes Inverso, donde se rota 1802 el agujero de salida, se obtuvieron
resultados similares a los obtenidos durante la prueba del laberinto de Barnes directo.
Ambos grupos de estudio lograron identificar y recordar la nueva posicién del agujero
de salida a lo largo de las sesiones. No se observaron diferencias significativas entre
animales control y GIuN2A-KD para el porcentaje de exploracion de la arena (Figura
19A) ni la distancia recorrida (Figura 19B). Ademas, la latencia de escape (Figura 19C) y
el nimero de errores (Figura 19D) disminuyd a lo largo de las sesiones de
entrenamiento, sin observarse diferencias significativas entre los grupos. En la sesién
de testeo, los animales inyectados con el vector AAV-sh2A no fueron
significativamente diferentes que aquellos tratados con el vector AAV-shSC; sin
embargo, ambos grupos presentaron diferencias en el tiempo de exploracion de zonas.
El grupo control exploré mayoritariamente la zona 3 (que contiene el agujero de
salida) con respecto a la zona 1 y 4, sin presentar diferencias significativas con el
tiempo que recorre la zona 2. En el grupo GIuN2A-KD, la zona 2 fue significativamente
la mds explorada durante los 5 minutos que durd la prueba, pero sin presentar
diferencias significativas con el tiempo de exploracion con la zona 3 (Figura 19E).
Teniendo en cuenta los resultados mencionados para las sesiones de entrenamiento
hipotetizamos que, la rotacién del orificio de escape 1802 durante la prueba del
laberinto de Barnes Inverso, no impidié que ambos grupos de animales identifiquen y
recuerden la nueva posicidn a lo largo de los dias. Estos resultados podrian sugerir que
la disminucién en la expresién de la subunidad GIuN2A del RNMDA en el hipocampo
de ratas Wistar, no afecta la flexibilidad cognitiva.
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Figura 19. Evaluaciéon de la flexibilidad cognitiva en ratas GIuN2A-KD. A. Porcentaje de
exploracién total del area (p = 0,9488). T de Student. B. Distancia total recorrida durante el test
de exploracién de zonas (p = 0,5822). T de Student. C. Latencia de escape durante las cuatro
sesiones de adquisicidn realizadas en dias consecutivos. D. NUmero de errores hasta ingresar
al orificio de salida durante los cuatro dias de sesién de adquisicion. E. Test de exploracion de
zonas. ANOVA de dos vias (entre grupos p =0,9885; entre zonas p =<0,0001). n= 9 animales por
grupo. Animales control (puntos grises), GIUN2A-KD (puntos naranjas).

Durante el test de exploracion de zonas, tanto en la prueba de Barnes directo como en el
Barnes inverso, se observa una tendencia en los animales a recorrer mas tiempo la zona
2. Este resultado puede deberse a que una de las claves visuales presentes en este
cuadrante, gener6 un mayor interés por parte de las ratas control y GIuN2A-KD. Por esta
razon creemos que los resultados del test de exploracion de zonas son no concluyentes
con los resultados de esta prueba y seria necesario repetir el ensayo.
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- ENSAYO DE INTERACCION SOCIAL

Por ultimo, decidimos evaluar otros parametros de la cognicién como es la interaccién
social, la cual depende del hipocampo y se halla mediada por RNMDA (Belforte et al.,
2010; Mohn et al., 1999). Para esto, se realizé6 un ensayo de comportamiento social
adaptado (Habif et al., 2021) del paradigma de tres camaras (Yang et al. 2011).
El mismo consistid en cuatro sesiones consecutivas, realizadas durante un mismo dia.
La primera se trataba de una sesidén de habituacidn a la arena donde se llevé a cabo el
ensayo. Inmediatamente, se realizé una segunda sesion de habituacion en la misma
arena, pero que ahora contenia dos jaulas vacias en uno de los lados del CA. Para la
sesion siguiente, se colocé una rata novedosa del mismo sexo y menor edad (rata N)
en una de las jaulas, y un objeto de igual tamafio y color en la restante, permitiendo
que el animal explore libremente. Durante la sesién final, se le permitié a la rata
experimental explorar la arena que ahora contenia a la rata N conocida en una de las
jaulas y un nuevo animal (rata N’) en la jaula donde previamente se encontraba el
objeto (Figura 20A). Tanto en la sesién O-N como en la sesidon N-N’, se contabilizé el
tiempo que el animal exploraba al objeto, la rata N y la rata N’. Con esta informacion,
se calcularon los ID correspondientes (ver Materiales y métodos, pag. 23).

Durante la sesiéon O-N, se observd un comportamiento similar entre las ratas control y
las GIuUN2A-KD ya que todos los animales interaccionaron mas con la rata N que con el
objeto. Al realizar el analisis estadistico se comprobd que, tanto los animales control
como los GIuN2A-KD, interaccionan significativamente mas tiempo con la rata N que
con el objeto. Este resultado indica una preferencia de ambos grupos por relacionarse
con un par que con un objeto (Figura 20B). Al analizar el ID, se observa que no existen
diferencias significativas entre los animales inyectados con el AVV-shSC o AVV-sh2A
(Figura 20C).

Durante la sesidon N-N’, se observé una diferencia en el comportamiento de ambos
grupos de estudio. Las ratas control pasaron significativamente mads tiempo
interaccionando con la rata N° en comparacién con la rata N, mientras que los
animales GIuN2A-KD, interaccionaron de manera similar con la rata N y la rata N’
(Figura 20D). El posterior analisis, mostré diferencias significativas entre los grupos
para el ID durante esta sesion (Figura 20E). Estos resultados sugieren que la
discriminacién de un par novedoso se ve afectada por la disminucidén de la expresién
de GIuN2A en el hipocampo, lo que no estaria relacionado con la interaccién social.
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Figura 20. La preferencia por la novedad social se ve alterada en ratas GluN2A-KD en el
hipocampo. A. Esquema del ensayo de comportamiento social llevado a cabo en el estudio. B.
Analisis de tiempo de interaccion total con el objeto (O, circulos rojos) y la rata novedosa (N,
cuadrados negros) para las ratas control y GIuUN2A-KD durante la sesion de reconocimiento.
Existe una diferencia significativa entre el tiempo de interaccién con el objeto y con la rata
para ambos grupos estudiados (AAV-shSC ****p = <0,0001; AAV-sh2A ****p = <0,0001).
ANOVA de dos vias. C. indice de discriminacién para la sesién de reconocimiento para las ratas
control (gris) y GIuUN2A-KD (naranja). T test de una Unica muestra, p = 0,3825. D. Analisis del
tiempo de interaccidn con la rata N (ahora conocida) y rata N’ (novedosa) durante la sesion de
testeo. La interaccidn con el animal novedoso frente al conocido es significativamente mayor
para los animales control, resultado que no se observa en los animales GIuUN2A-KD. (AAV-shSC
**p = 0,0035; AAV-sh2A p = 0,1193). ANOVA de dos vias. E. indice de discriminacién para la
sesion de testeo. Los animales GIuN2A-KD presentan un ID significativamente menor que los
animales control. T test de una Unica muestra, p= 0,0137. n=9 animales por grupo.
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PARTE II: Inmunofluorescencia.

Disminucion de la expresion de la subunidad GIuN2A en el hipocampo de ratas
Winstar.

Luego de las pruebas de comportamiento, los animales fueron sacrificados y se
extrajeron los cerebros para realizar los ensayos de inmunofluorescencia. El objetivo
fue evaluar la eficiencia de los vectores virales en la disminucién de la expresién de
GIuN2A e identificar el drea y patréon de infeccion de los AAV. Para esto, se
seleccionaron rodajas correspondientes a 3 alturas diferentes del hipocampo segun las
coordenadas del Atlas Paxinos & Watson: la correspondiente al sitio de inyeccidn (SI,
aproximadamente -4,00 mm desde el Bregma), una rodaja a 1 mm del Sl hacia anterior
y una hacia posterior (-1 y +1 respectivamente).

Una vez seleccionadas las rodajas correspondientes, se realizd el ensayo de
inmunofluorescencia contra GIUN2A y la proteina verde fluorescente (eGFP), y se
identificaron los nucleos mediante tincién con DAPI. A partir de las imagenes de
inmunofluorescencia de la regidon del hipocampo a bajo aumento, se delimitaron las
distintas regiones a estudiar mediante el atlas Paxinos & Watson (Paxinos et al., 2006)
(Figura 21).

En las imdgenes especificas para cada regién, se seleccionaron las neuronas eGFP
positivas y se midié la intensidad de fluorescencia (IF) para los distintos canales. A su
vez, para comprender de manera mas especifica el patrén de infeccidn, se realizé un
analisis de las subdreas que conforman cada estructura del hipocampo previamente
mencionada. Las regiones CA2 y CA3 se excluyeron del andlisis estadistico debido a
gue el nimero de neuronas eGFP positivas encontradas no fue lo suficientemente alto
como para realizar el mismo. Todos los analisis estadisticos realizados en las regiones
CAl y giro dentado (GD) se presentaron como la relacidon entre la intensidad de
fluorescencia media de GIuN2A vy la intensidad de fluorescencia media de eGFP (IF
GIUN2A/IF eGFP).
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Figura 21. Estructura y regiones del Hipocampo. A. Imagen del hipocampo tomada en
microscopio dptico a un aumento de 4 X, donde se marcan las regiones de interés para este
trabajo (CA1, CA2, CA3y GD).

Se comenzé con el anadlisis de la expresidon de los vectores en la region CA1l del
hipocampo, donde se habia realizado previamente la inyeccién durante la cirugia
estereotdxica, para analizar la extension de la infecciéon. En las imagenes se
encontraron neuronas eGFP positivas aisladas en las 3 zonas estudiadas para esta
region.
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Figura 22. Inmunofluorescencia de la region CA1 del hipocampo. Relacién entre la intensidad
de fluorescencia de GIuN2A y eGFP en: A-C fotos representativas de las zonas +1 (A) SI (B) y -1
(C). Aumento: 20X. Tamafio de la escala: 50 um. D-F. Andlisis de la IF promedio para las
neuronas infectadas. D. zona de somas de las neuronas piramidales (PYR) (-1 p**=0,005352;
Sl p**=0,004286; +1 p*=0,023020), E. Stratum Oriens (SO) (-1 p**=0,004526; S| p**=0,000982;
+1 p=**0,006563), F. Stratum Radiatum (SR) (-1 p=0,833249; S| p=0,738218; +1 p=*0,012818);
para las 3 coordenadas de estudio. Multiple umpear T test. n = n2 de neuronas eGFP positivas.

Analizamos la intensidad de GIuN2A en las dendritas de las areas PYR y SO (Figura 22 D
y E) y observamos que, la relacién entre la intensidad de fluorescencia de
GIuN2A/eGFP disminuyd significativamente en los animales tratados con el vector
AAV-sh2A en comparacion con aquellos tratados con el vector control. Observamos
también que la disminucidn es similar para las 3 coordenadas estudiadas (Figuras A-C).
Sin embargo, en las prolongaciones correspondientes a la zona SR (Figura 22F), la
disminucion en la relacion IF GIuN2A/IF eGFP sdlo es significativa hacia posterior del SI
(Figura C). Observamos ademas que, la infeccidn con los vectores AAV, es efectiva y
especifica de neuronas piramidales dentro del hipocampo, ya que sélo se observan
neuronas de este tipo eGFP positivas en todas las coordenadas analizadas (Figuras A-
C). Asimismo, se observa que el vector se distribuye homogéneamente por el CA1 pero
no infecta a todas las neuronas, ya que la expresién se localiza en células aisladas.
Ademas, se corrobora que el AAV-sh2A produce una disminucién efectiva en la
expresion de GIuN2A en las zonas analizadas de CA1l.

Como observamos que la infeccidn con el vector se expande anteroposteriormente
desde el sitio de inyeccidn, quisimos corroborar si la infeccién también se extendia a
otras regiones del hipocampo. Para esto, buscamos neuronas eGFP positivas en las
otras regiones del hipocampo. Sorprendentemente, encontramos neuronas eGFP
positivas aisladas en las diferentes zonas del GD, pero un nimero muy reducido en
CA3 y casi ninguna neurona infectada en CA2. Un andlisis mas profundo indicé que
para las distintas zonas del giro dentado, se observa una disminucion significativa de la
relacion IF GIUN2A/IF eGFP en los animales GIuN2A-KD en la zona PYR (Figura 23D),
tanto hacia anterior como hacia posterior del SI (Figura 23 Ay C), y en la zona PoDG
(Figura 23F) para las tres coordenadas analizadas durante este trabajo (Figura 23 A-C).
En las dendritas correspondientes a la capa MoDG (Figura 23E), el nimero de neuronas
GFP positivas encontradas fue muy bajo, por lo que no fue posible realizar el analisis
estadistico.
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Figura 23. Inmunofluorescencia de la regién DG del hipocampo. Relacién entre la intensidad
de fluorescencia de GIuN2A y eGFP en: A-C fotos representativas de las zonas +1 (A) SI (B) y -1
(C). Aumento: 20X. Tamafio de la escala: 50 um. D-F. Andlisis de la IF promedio para las
neuronas infectadas. D. somas de la capa PYR (-1 p*=0,025352; SI p=0,64286; +1
p*=0,033020), E. prolongaciones de la capa molecular del giro dentado (MoDG) y; F.
prolongaciones de la capa polimoérfica del giro dentado (PoDG) (-1 p**%=0,000726; Sl
p**=0,002982; +1 p***=0,000963); para las 3 coordenadas de estudio. Tamafno de la escala:
50 um. Multiple umpear T test. n = n2 de neuronas eGFP positivas.

Estos resultados indican que, existe difusién del vector y por tanto del area de
infeccion hacia anteroposterior, y hacia otras estructuras del hipocampo desde el SI.
En conjunto, los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia demuestran que
existe un silenciamiento efectivo de la subunidad GIuN2A no sélo en la regién CA1l sino
que también en el GD del hipocampo, en aquellos animales inyectados con el vector
AAV-sh2A.
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Discusion

Durante el desarrollo de esta tesis encontramos que la disminucidn de la expresion de
GluN2A una vez ocurrido el switch del desarrollo induce cambios en el aprendizaje de
tareas espaciales y en el reconocimiento social. Numerosos trabajos de investigacién
han intentado explicar el rol de GIuN2A y GIuN2B, las dos subunidades regulatorias del
RNMDA principalmente expresadas en el cerebro, en los procesos de plasticidad,
memoria y aprendizaje (Paoletti et al., 2013). La subunidad mayormente estudiada,
por su expresiéon mas temprana, efectos deletéreos y la existencia de un bloqueo
farmacoldgico selectivo conocido desde hace mas tiempo, ha sido GIuN2B (Lau and
Zukin, 2007; Sanz-Clemente et al., 2013; Shipton and Paulsen, 2014; Yashiro and
Philpot, 2008). Sin embargo, con el desarrollo de técnicas de biologia molecular, ha
sido posible estudiar el rol de GIuN2A en los diversos procesos sinapticos (Bannerman
et al., 2012; Burnashev and Szepetowski, 2015; Sans et al., 2000).

Las primeras estrategias empleadas para investigar la dindmica de los receptores
NMDA, se basaban en el uso de blogueantes farmacoldgicos dirigidos al receptor en su
conjunto o a las subunidades individuales. En estos trabajos se observd que la infusion
en hipocampo de agonistas competitivos de los RNMDA, como el acido 2-amino 5-
fosfono valérico (AP5), produce amnesia anterégrada en los animales cuando son
expuestos al MWM (Morris et al., 1986; Packard and Teather, 1997). Tanto los cambios
en la expresidn génica de los RNMDA, como el silenciamiento sistémico o en areas
especificas del cerebro involucradas en la adquisicién y la consolidacion de nuevas
memorias, permitié esclarecer alin mas incégnitas con respecto al funcionamiento de
este tipo de receptores y sus subunidades.

Algunos autores han demostrado que la infusiéon intrahipocampal (Fox et al., 2006) en
amigdala o la inyeccidn sistémica (Dalton et al., 2012) de NVP-AAMO77, un antagonista
con mayor afinidad hacia la subunidad GIuN2A (que hacia GIuN2B), genera un déficit
en la memoria de miedo luego de un condicionamiento aversivo (Dalton et al., 2012;
Gao et al., 2010b). Sin embargo, con el uso de farmacos aun no es posible comprender
los efectos del bloqueo especifico de GIuN2A, ya que los antagonistas utilizados en la
actualidad no son selectivos de esta subunidad y afectan también la funcionalidad de
GluN2B (Frizelle et al., 2006). El uso de vectores virales, en este caso AVV, permite
dirigir el silenciamiento de la subunidad GIuN2A a una region especifica de interés
durante la adultez, a diferencia de otros modelos, como los KO, en los que el cambio
en la expresién se produce desde el desarrollo embrionario. Por lo que, estos animales
desarrollan mecanismos de compensacién que les permite llegar a la adultez
(Bannerman et al., 2008; Strehlow et al., 2009). Los vectores utilizados en la presente
tesis fueron desarrollados en nuestro laboratorio. Con ellos se demostré que la
disminucion en la expresiéon de GIuN2A luego del switch del desarrollo, tanto in vivo
como in vitro, no afecta la expresién del ARNm correspondiente a GIuN2B (Acutain et
al., 2021). Esto también fue observado por Strehlow y colaboradores en un modelo KO
para GIuN2A (Strehlow et al., 2009) lo que resultd sorprendente y novedoso ya que
este era uno de los mecanismos de compensacidon propuestos para el desarrollo
normal observado en los animales GIuN2A-KO (Strehlow et al.,, 2009; Acutain et al.,
2021). Por lo que, el modelo GIuN2A-KD utilizado en este trabajo, permite observar los
efectos directos del cambio en la expresidn de esta subunidad especifica, una vez que
la expresion de la subunidad GIuN2A se vuelve predominante.
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Durante la realizacién de esta tesis se utilizé un modelo in vivo de ratas Glun2A-KD en
el hipocampo, previamente descripto en el laboratorio (Acutain et al., 2021). Existen
pocos modelos de disminuciéon de la expresidon de GIuN2A luego del switch del
desarrollo reportados en la bibliografia (de Solis et al., 2015; Gambrill and Barria, 2011;
Sepulveda et al., 2010), lo cual deja abierto el interrogante sobre el rol de GIuN2A en
procesos de plasticidad y memoria que impliquen cambios agudos en dicha subunidad.
Contrario a los KO de GluN1 y GIuN2B, los modelos de KO para GIuN2A se desarrollan
normalmente (Bannerman et al 2008; Strehlow et al, 2019). En estos ultimos, se
observd un déficit en la MCP o la memoria de trabajo sin presentarse cambios en la
adquisicion de MLP de tipo espaciales de entrenamientos largos (Bannerman, 2009;
Bannerman et al., 2008; Kannangara et al., 2015). Contrariamente, el modelo GIuN2A-
KD utilizado en esta tesis no presentd déficits en la memoria de trabajo y si, alguin
déficit que resta ser confirmado en LTMs adquiridas en multiples entrenamientos.
Hipotetizamos que estas diferencias se deben a los paradigmas utilizados, el MWM
resulta una prueba muy estresante y mas dificil de adquirir en una sola sesién/dia.
Bannerman y col. usaron multiples sesiones de entrenamiento en el mismo dia, lo que
permitio observar el déficit en la memoria de trabajo durante sesiones intra-
entrenamiento. En nuestro caso, utilizamos el laberinto en Y para evaluar memoria de
trabajo, que podria resultar una prueba muy simple para los animales. Por otro lado, el
paradigma utilizado para LTMs de multiples entrenamientos, el Barnes Maze, es
menos estresante que la prueba mencionada anteriormente y podria ser mas
susceptible a diferencias menores en la cognicién.

Nuestros resultados de los ensayos de inmunofluorescencias nos permitieron observar
por primera vez que, el uso de los vectores AAV produce un KD efectivo de la
subunidad GIuN2A a nivel proteina, no sdélo en la regién CA1 del hipocampo, donde el
vector habia sido inyectado; sino que también en otras estructuras del hipocampo,
como el GD. Previamente, la disminucién de la expresion de GIuN2A en este modelo
solo habia sido corroborada a nivel ARNm (Acutain et al., 2021). Ademas, se corroboré
que existe difusion del vector desde el area de infeccidn hacia anteroposterior desde el
sitio de inyeccidn, debido a la expresidon de eGFP y la disminucion de GIUN2A en las
demds coordenadas analizadas. Esto podria deberse a que los vectores AAV suelen
difundir a diferentes sitios luego de la inyeccién debido a su tamano (Steward et al.,
2021), lo que explicaria el patréon de infeccion observado en esta tesis, donde se
encontraron células eGFP positivas aisladas y no un gradiente de la cantidad de
neuronas infectadas.

Si se quisiera aumentar la cantidad de células infectadas, podria aumentarse la
multiplicidad de infeccidon (MOI) o cambiar los promotores del shRNA. Sin embargo, el
aumento de la MOI o el cambio en los niveles de expresidon podrian llevar a efectos
téxicos en las células. De Solis y colaboradores (2015) han demostrado que la
utilizacidon de vectores AAVs que codifican un shRNA-GIuN2A, induce cierto grado de
neurotoxicidad in vivo. Esta toxicidad podria enmascarar cambios genéticos especificos
en el aprendizaje y sesgar los resultados obtenidos (de Solis et. al, 2015). En el
presente trabajo no se observaron cambios en el nimero de las células a nivel del
hipocampo ni tampoco signos de toxicidad en las células infectadas. Esto podria ser
debido a la MOl utilizada y a que, en el vector AAV disefiado, los marcos de lectura del
shRNA vy la eGFP se encuentran enfrentados para disminuir la cantidad de shRNA
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transcripto. Un aumento en el titulo del vector utilizado o una mayor expresion de los
ShRNA podria derivar en cambios no esperados que afecten la integridad de las
neuronas y, por lo tanto, la observacidon de signos cognitivos no relacionados con la
disminucion de la expresidon. Teniendo en cuenta los posibles efectos adversos
observados previamente, en nuestro modelo se midié la sobrevida neuronal, durante
la construccién del vector y la puesta a punto del modelo in vitro (Acutain et al., 2021).
Teniendo en cuenta estos resultados, podria plantearse algunos cambios en el modelo
para aumentar el nimero de células infectadas y/o disminuir ain mas la expresion de
GIuN2A.

En un trabajo anterior, observamos que animales GIuN2A-KD presentaron un déficit en
la evocacion de la parte contextual de un paradigma de memoria de miedo asociada al
tono y al contexto, confirmando lo que se habia observado previamente en modelo KO
de GIuN2A (Kiyama et al., 1998; Sprengel et al., 1998). Sin embargo, en otros modelos
GIuN2A-KD, inducidos antes del aumento de la expresiéon de la misma en el
hipocampo, no se observaron alteraciones cognitivas relacionadas con dicha
estructura (Gambrill and Barria, 2011; Kannangara et al., 2014). Las diferencias entre
nuestros resultados y los obtenidos en la bibliografia podrian deberse a mecanismos
compensatorios inducidos por la falta del switch del desarrollo (Gambrill and Barria,
2011). La dificultad en el conocimiento de tales mecanismos reside en que no estan
esclarecidos los mecanismos moleculares que llevan a este proceso, ni como es la
regulacion transcripcional de la expresion de GIuN2A (Storey y Barria, 2024; Paoletti et
al, 2013)

En el trabajo citado anteriormente, Acutain y colaboradores observaron que la
adquisicion del mapa espacial en ratas GIuUN2A-KD podria ser diferente o llevar mas
tiempo debido a la disminucion en la expresion de GIuN2A (Acutain et al., 2021). Sin
embargo, otros autores demostraron que ni los animales GIuUN2A-KO (Bannerman et
al.,2008), ni la disminucién de la expresiéon (Ge et al.,2010) o la delecién del dominio C-
terminal de la subunidad GIuN2A (Ng et al., 2009), afectan la memoria espacial. Estos
ultimos resultados fueron obtenidos en tareas que requieren varios dias de
entrenamiento para su adquisicién, como por ejemplo el MWM.

Se ha postulado que los ratones GIuUN2A-KO poseen un déficit en la memoria de
trabajo. Para comprobar si el mismo déficit se mantiene en el GIuN2A-KD, realizamos
una prueba de Laberinto en Y. Durante la misma, observamos que la disminucidn en la
expresion de GIuN2A, no indujo déficits en la discriminacién entre un brazo
previamente conocido y uno novedoso; contrario a lo observado en el modelo de
GluN2A-KO, se sugiere que la subunidad GIuN2A del RNMDA parece ser crucial para la
memoria espacial de trabajo de rapida adquisicion (Bannerman et al., 2008). La
diferencia en los resultados puede deberse al tipo de paradigma utilizado para testear
este tipo de memorias, ya que durante el trabajo de Bannerman y colaboradores se
realiza la prueba en un laberinto en T elevado que posee mayor separacién entre los
brazos. También podrian existir diferencias entre el KO y KD, y-o mecanismos de
compensacion que permiten el correcto desarrollo del KO y que llevan al déficit en la
memoria de trabajo. En linea con esta hipdtesis, la disminucién indirecta en la
expresion de GIuN2A debido a un déficit en Celsr2, una cadherina implicada en algunos
procesos del desarrollo neuronal, no producen cambios en la memoria de trabajo
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analizada durante de prueba de laberinto en Y (Chen et al., 2022), concordando con los
resultados observados durante esta tesis.

Por otro lado, algunos trabajos sugieren que el bloqueo o la ausencia de GIuN2A
afectaria la adquisicidn rdpida del contexto y estaria vinculada a la memoria de trabajo
(Bannerman et al., 2008; Kannangara et al., 2015; Kiyama et al., 1998). Partiendo de
estos trabajos, la presente tesis se basd en observar los posibles déficits en paradigmas
de tipo espacial y de exploracidon en el GIuUN2A-KD luego del switch del desarrollo.
Nuestros resultados mostraron que, los animales GIuN2A-KD, no presentan un patrén
de exploracion horizontal diferente al observado en los animales control durante la
prueba de OF. Igualmente, el andlisis de la exploracién vertical demostré que no hay
diferencias entre el control y el GIUN2A-KD. En un trabajo anterior del laboratorio se
habia reportado que los animales GIUN2A-KD, realizaban significativamente mas
elevaciones que los animales control durante una prueba de campo abierto, sugiriendo
que los animales GIUN2A-KD exploran el espacio de una manera diferente que los
controles (Acutain et al., 2021). La diferencia entre estos resultados podria estar
relacionada con las condiciones al momento de realizar la prueba de comportamiento,
ya que las mismas se ejecutaron en laboratorios diferentes utilizando arenas distintas.
El aumento en la cantidad de animales o la posibilidad de realizar otra prueba que
confirme las diferencias en los patrones de exploracidon ayudarian a esclarecer estas
diferencias.

En la presente tesis encontramos que la disminucion en la expresién de la subunidad
GIuN2A en el hipocampo, induce un déficit en el paradigma de localizacién de objetos
ya que los animales GIuN2A-KD no diferencian la posiciéon conocida de la novedosa. De
manera similar, en un modelo KO de Netol (una proteina que regula la abundancia de
los RNMDA en las densidades postsinapticas), se observé una disminucién de los
niveles de GIuN2A a nivel proteico y, a nivel comportamental, un déficit en la tarea de
localizacion de objetos (Ng et al., 2009). Este deficit, podria ser recuperado al
aumentar la actividad de los RNMDA en las sinapsis farmacoldgicamente mediante la
administracion de ampakina CX546. Este farmaco aumenta la corriente a través de los
RNMDA al reducir el bloqueo de Mg 2* (Ng et al., 2009). Este resultado refuerza la
hipdtesis de que la disminucidn en la expresidon de GIuN2A en el hipocampo, produce
un déficit en la adquisicion-consolidacion de una memoria espacial de entrenamiento
Unico. Sin embargo, los mismos autores discuten la posibilidad de que otros cambios
en la expresion génica sean los responsables de los déficits de comportamiento
observados durante la prueba de OL en ratones KO para Netol. En este sentido,
Bannerman y colaboradores observaron que ratones GIuN2A-KO no poseian déficit en
la adquisicién de una memoria espacial en el MWM, demostrando que la memoria de
referencia espacial es independiente de la subunidad GIuN2A (Bannerman et al.,
2008). La prueba del laberinto de Barnes se conoce como una alternativa al laberinto
acuatico de Morris, debido a que reduce los niveles de estrés y los cambios de
temperatura que pueden sesgar los resultados (livonen et al., 2003; Harrison et al.,
2009). En la prueba del Barnes Maze, que permite comprender el aprendizaje
complejo y la memoria espacial en roedores, los resultados obtenidos en esta tesis
sugieren que, los animales GIuUN2A-KD, se comportan de manera similar a los
controles. Estos resultados, refuerzan la hipdtesis de que los animales GIuN2A-KD (o
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KO) necesitarian de mads tiempo para recordar una tarea ya que son capaces de
recordar tareas espaciales que requieren multiples entrenamientos y no aquellas que
requieren de entrenamiento Unico como el OL, sin embargo, deberian repetirse estos
ensayos para aumentar el N de animales y confirmar los hallazgos del Barnes Maze ya
gue no pudimos determinar en la sesidn de testeo de Barnes Maze directo y del Barnes
Maze inverso cual es el cuadrante preferido por los animales KD.

En otros trabajos donde se produce una disminucidn indirecta de los niveles de
GluN2A se han reportado resultados similares en el Barnes Maze. En ratones KO para
Kif3b hemicigotas (Kif3b +/-), la expresion de GIuN2A disminuye significativamente en
el drea dendritica apical de CA1 del hipocampo. Estos animales, cuando son expuestos
a la prueba de Barnes directo, tardan mas en recordar la posicion de escape. Sin
embargo, una vez que consiguen aprender la tarea reconocen la posicién de salida, lo
que sugiere que los ratones Kif3b +/- tienen un deterioro en la adquisicion-
consolidacion de una memoria espacial, pero mantienen conservada la fase de
evocacion de la misma MLP (Alsabban et al., 2019). Por otro lado, en un modelo in vivo
donde se silencia la expresion de GIUN2A en astrocitos del hipocampo, se observa un
aumento significativo de la latencia de escape durante la prueba de Barnes Maze
directo (Du et al.,, 2021). En conjunto, estos resultados podrian indicar que la
disminucion en la expresién de GIUN2A en neuronas del hipocampo, no afecta la
memoria espacial y el aprendizaje durante la prueba de Barnes Maze. Sin embargo,
cuando el silenciamiento de GIuN2A se produce en otros tipos celulares, como los
astrocitos, se ven afectados la adquisicion y la consolidacién de la misma MLP. Estos
resultados sugeririan que los RNMDA neuronales no son los Unicos contribuyentes a la
consolidacion de los distintos tipos de memoria y aprendizaje y que los RNMDA
expresados en otros tipos celulares podrian tener una importancia similar a los
neuronales en diferentes fases de la memoria y el aprendizaje.

Como se habia reportado que los ratones Kif3b +/-, que poseen una disminucion
indirecta de GIUN2A en el hipocampo tardan significativamente mas tiempo en
alcanzar la nueva posicion de escape en el Barnes directo (Alsabban et al., 2019),
continuamos con el ensayo de Barnes inverso para comprobar si el silenciamiento de
GIluN2A produce déficit en la flexibilidad cognitiva. Los resultados de esta tesis
mostraron que los animales GIuN2A-KD se comportan similar a los controles. La
diferencia entre los resultados de Alsabban y colaboradores y los obtenidos aqui puede
deberse a que, en el trabajo primeramente mencionado, la disminuciéon de los niveles
de GIuN2A fue reportada por cambios en la expresién de kif3b, un motor molecular
gue podria afectar los niveles de GIuN2A, pero también de otras proteinas que estan
involucradas en varias vias de senalizacidn. Esto sugiere que la disminucidon de los
niveles de Kif3b, podrian estar impidiendo la llegada a las sinapsis de GIuN2A y otras
moléculas lo que produciria que el déficit observado pueda ser ocasionado por
alteraciones en multiples vias de seiializacién, y no solo por la falta de transporte de
GIuN2A a las sinapsis.

La disminucién indirecta de los niveles de GIuN2A por KO de Celsr2 induce un déficit en
la memoria social en un paradigma de interacciéon social (Chen et al., 2022).
Los ratones KO para Celsr2 no son capaces de distinguir entre un animal previamente
conocido y uno novedoso. Por lo que, en la presente tesis probamos si nuestro modelo
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tenia alterada la interaccion social y-o la memoria social. Observamos que la
disminucion en la expresién de GIuN2A, no afecta la sociabilidad en ratas, pero si la
discriminacion de un par novedoso frente a un animal previamente conocido. El hecho
de que el silenciamiento de GIuN2A en el hipocampo induzca un déficit en el
reconocimiento de un par novedoso, sugiere que esta subunidad particular del RNMDA
podria ser importante para los procesos neuronales subyacentes a la formacion y el
mantenimiento de este tipo de memoria. En concordancia con esta hipdtesis, al
incrementar farmacoldgicamente la actividad de los RNMDA, se observd una mejora
significativa en la memoria social (Chen et al., 2022). Relacionando ambos resultados,
podemos inferir que la regulacién de los RNMDA puede ser crucial para la memoria
social.

Por otro lado, SorCS2 es una proteina transmembrana que tiene un importante rol en
el trafico de otras proteinas y se expresa mayoritariamente en CA2 (Yang et al.,2021).
Los animales KO para SorCS2 poseen un déficit en la interaccién social. En trabajos
anteriores se demostré que esta proteina interactla especificamente con los RNMDA 'y
que, la delecion de la misma produce déficits en la memoria social revelando su papel
como mediador critico de la formacidn de la memoria social mediante la regulacién del
trafico sinaptico de NMDAR en las neuronas piramidales de CA2 (Yang et al.,2021).
Otros estudios también discuten la importancia de la regién CA2 del hipocampo, en la
consolidacion de la memoria social (Tzakis & Holahan, 2019; Lehr et. al, 2021). Durante
los analisis de inmunofluorescencia de esta tesis, no observamos una disminucion de
GIuN2A en la regidon CA2 debido a las pocas neuronas infectadas en esta zona. Estos
resultados podrian indicar que, si bien CA2 es importante para la interaccién social,
otras regiones podrian tener un rol importante en este proceso.

Por lo anteriormente citado se confirma que los cambios en la expresion de la
subunidad GIuN2A producen déficits en el comportamiento social de roedores. Sin
embargo, esta no es la Unica subunidad con un rol en la interaccién social. La delecién
de la subunidad GIuN2D, también resulta en un déficit en el reconocimiento social.
Ratones KO para GIuN2D presentan diferencias significativas en el tiempo de
interaccién social con un animal conocido o uno novedoso en un paradigma de las 3
camaras lo que sugiere un déficit en la preferencia social (Yamamoto et al., 2017).

En conjunto, estos resultados sugieren que la interaccion compleja entre distintas
proteinas sinapticas y los RNMDA podria jugar un rol importante en los procesos de la
interaccidon social, las cuales resultan de importancia en el correcto desarrollo
neuroldgico y se ve afectada en diversas patologias dentro del sindrome del espectro
autista. En pacientes con mutaciones en grin2A, se observé que aproximadamente el
10 % de los mismos poseen algin comportamiento compatible con este tipo de
sindromes (Benke et al 2021). El mayor y mejor conocimiento de los mecanismos
moleculares que llevan a déficits en la interaccidn social por alteracion de la expresién
de GIuN2A resulta de importancia para la investigacion futura, lo que podria llevar a
una mayor comprension de los mecanismos neurobiolédgicos de la memoria social.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos a lo largo de la tesis sobre el estudio de la
disminucion de la expresion de GIUN2A en neuronas del hipocampo podemos decir
que:

e Se confirmd a nivel proteico una disminucion efectiva de la expresion de la
subunidad GIuN2A, tanto en CA1 como en DG. Se observd una difusidon de los
vectores inyectados a lo largo del eje anteroposterior y hacia otras regiones del
hipocampo desde el sitio de inyeccion.

e Las ratas GIuUN2A-KD presentan un déficit en el paradigma de OL, lo que podria
indicar una alteracién en la memoria espacial.

¢ No se observaron diferencias entre los grupos de animales para la prueba de Y
— maze, por lo que la disminucién de la subunidad GIuUN2A no afectaria la
memoria de trabajo en este tipo de paradigmas.

e El aprendizaje complejo espacial y la flexibilidad cognitiva no estarian alterados
por el silenciamiento de GIuN2A en el hipocampo.

e La discriminacién de un par novedoso se ve afectada por la disminucion de la
expresion de GIuN2A en el hipocampo, pero no observamos déficits en la
interaccion social.

En conjunto, nuestros resultados sugieren fuertemente que la disminuciéon de Ia
expresion de GIuN2A en neuronas piramidales de CAl y el GD, altera la adquisicion-
consolidacién de memorias de tipo espaciales de entrenamiento Unico y la memoria de
reconocimiento social. Sorprendentemente, no se observaron cambios significativos
en la memoria de trabajo, contrario a lo que habia sido observado anteriormente por
otros autores.
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