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RESUMEN

Los ARNSs circulares (circARNS) son una clase de ARN no codificante recientemente
caracterizada. Estas moléculas derivan de secuencias exdnicas y son los productos de un
mecanismo alternativo de splicing conocido como backsplicing, el cual trae como resultado
una molécula de ARN simple cadena con extremos unidos de forma covalente. Mediante el
uso de sistemas de identificacion de alto rendimiento de numerosos transcriptos circulares en
muestras de tejido nervioso, hemos seleccionado un transcripto circular derivado del gen
Tulp4 (circTulp4) con el objetivo de llevar a cabo una caracterizacion funcional, basada en su
alto nivel de expresién y enriquecimiento sinaptico. Para tal fin, utilizamos como modelo in
vivo ratones transgénicos knockout para circTulp4 generados previamente en el laboratorio
mediante la técnica CRISPR/Cas9. Resultados previos demostraron que estos ratones
presentan alteraciones en la neurotransmision excitatoria, memoria de corto término,
locomocién y en el comportamiento asociado a la ansiedad. Considerando estos resultados
decidimos realizar una caracterizacion morfolégica neuronal, mediante el andlisis de la
arborizacion y espinas dendriticas de neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo.
Por otra parte, realizamos una caracterizacion comportamental guiados por los resultados
previos, y asi explorar mas extensamente aspectos de la conducta asociados al aprendizaje,
y los asociados a comportamientos de tipo ansioso y depresion. Los resultados obtenidos en
el presente trabajo nos permitieron identificar un aumento en el volumen y densidad de
espinas, interpretado como un mecanismo compensatorio de los déficits en la
neurotransmisién excitatoria, y que la pérdida de circTulp4 conduce, desde el punto de vista

comportamental, a un aumento en la sensibilidad ante estimulos estresantes o ansiogénicos.



ABSTRACT

Function of a circular RNA transcript derived from the Tulp4 gene in an in vivo model:

analysis of neuronal morphology and behavior.

Circular RNAs (circRNAs) are a newly characterized class of noncoding RNAs. These
molecules derive from exonic sequences and are the products of an alternative mechanism of
splicing known as backsplicing, which yields a single-stranded RNA molecule with covalently
joined ends. Using a systematic high throughput identification of numerous circular transcripts
in nerve tissue samples, we have selected a circular RNA transcript derived from the Tulp4
(Tubby-like protein 4) gene to perform a functional characterization based on its high
expression level and its synaptic enrichment. We have previously generated a transgenic
knockout mouse line mutating a splicing acceptor site using CRISPR/Cas9, preventing
circTulp4 biogenesis while preserving the transcription of the linear isoform of Tulp4. Recent
results demonstrate that circTulp-4 KO mice have alterations in excitatory neurotransmission
and specific behaviors, including memory and those related to anxiety and depression. Here,
we performed a morphological characterization of CAL hippocampal neurons by analyzing
dendritic arborization and dendritic spines. In addition, we extended the previous behavioral
characterization by performing tests to assess memory and emotional behaviors further. The
results from this work have shown that circTulp4-KO mice have a higher density and volume
of dendritic spines, which is interpreted as a compensatory effect to the impaired excitatory
neurotransmission. Moreover, circTulp-4 loss-of-function in mice leads to an increased

sensitivity to stressful or anxiogenic stimuli.



INTRODUCCION

1. Un nuevo grupo de transcriptos no codificantes: los ARNs circulares.

El desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de ARN en paralelo con la
bioinformatica ha revelado una impactante conservacion en el nimero de genes encontrados
en organismos diversos como Caenorhabditis elegans, Mus musculus y Homo sapiens,
sugiriendo que la complejidad de especies no puede ser Unicamente explicada por secuencias
codificantes de proteinas (Lander et al., 2001; Mattick et al., 2003; Waterston et al., 2002).

El andlisis comparado de las secuencias genomicas de diversos mamiferos ha
revelado, hace ya mas de una década, que sélo una proporcién cercana al 1,2% del ADN
nuclear codifica para proteinas (Shabalina et al., 2004). Sin embargo, numerosas
investigaciones basadas en el uso de microarrays y secuenciacion de ARN han demostrado
que la vasta mayoria del genoma se transcribe (80-90% en humanos) (Clark et al., 2011). Este
fendmeno, conocido como ‘transcripcion generalizada’, ha sido respaldado de manera sdlida
por los resultados masivos de transcriptémica provenientes del proyecto ENCODE (Birney et
al., 2007), poniendo a prueba la idea de que la informacion genética se expresa de forma
funcional inicamente como proteinas.

Los ARNs que no codifican secuencias peptidicas, y por eso llamados ARNs no
codificantes (ncARN), incluye a los ARNs pequefios nucleares (snARN) y nucleolares
(snoARN), los ARN asociados a proteinas Piwi (piARNs), ARNs largos no codificantes
(IncARNSs), microARNs (miARNSs) y ARN circulares (circARNS), entre otros. En la actualidad,
el estudio de las funciones del genoma no codificante se ha tornado en un area activa en el

campo de la biologia molecular y celular.
Biogénesis

Los transcriptos circulares y lineales (MARN) de un gen derivan de las transcripciones
primarias de la ARN polimerasa Il por reacciones catalizadas por la maquinaria candnica
spliceosomal (Ashwal-Fluss et al., 2014; Starke et al., 2015; Wang & Wang, 2015). Esta
reaccion involucra tipicamente los sitios consenso del splicing GU-AG (Black, 2003) y puede
incluir maltiples exones (Zhou et al., 2018). A diferencia del splicing candnico, el llamado
“backsplicing” que origina a los circARNs implica el ataque de un sitio dador 5 a un sitio
aceptor 3’ rio arriba (Figura 1). Las moléculas de ARN resultantes son simple cadena,

covalentemente cerradas, y se caracterizan por una secuencia Gnica que no esta presente en



los mARN: la unién cabeza-cola (del inglés, head-to-tail junction). Los circARNs pueden
contener uno o varios exones adyacentes, incluir secuencias intrénicas y regiones no-
traducidas (UTR), y también pueden originarse a partir de la hebra antisense (Memczak et al.,
2013). Es interesante destacar que muchos circARNs se pueden producir a partir de un locus
génico mediante backsplicing y/o splicing alternativo dentro de un circARN que contiene
multiples exones (Neff et al., 2012). Los transcriptos circulares presentan una mayor
estabilidad debido a que son naturalmente resistentes a la accion de endonucleasas y por
carecer de extremos libres. Los transcriptos lineales tienen una vida media de 8 a 9 horas en
células humanas (Garneau et al., 2007; Neff et al., 2012), a diferencia de la vida media de los
circARNSs la cual excede las 24-48 horas (Enuka et al., 2016).

N Figura 1. Biogénesis de circARNs. Las
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observado en el genoma. Adaptado de Guo et al., 2014.

En general, la reaccion de circularizaciébn depende de la interaccion entre las
secuencias intrénicas que flanquean a los exones que formaran al circARN. En este contexto,
se ha observado que el apareamiento de bases entre las secuencias intrénicas con alto grado
de complementariedad y la presencia de determinadas proteinas de union a ARN, pueden
promover la circularizacion de exones favoreciendo la proximidad de los sitios dadores y
aceptores del splicing (Ashwal-Fluss et al., 2014; lvanov et al., 2015; Kramer et al., 2015). La
eficiencia del proceso de backsplicing es ademas regulada por el tipo de splicing alternativo
“exon skipping”, el tamafio de los exones, la velocidad de elongacién de la ARN polimerasa Il
y por los niveles de los componentes “core” del spliceosoma, permitiendo que los ARNs
circulares sean expresados de una manera tejido y estadio especifica (Wilusz, 2018; Zhang
et al., 2016).



Introduccién a los ARN circulares

Los ARN circulares se describieron por primera vez en viroides en 1976. Se decia que
estos patdgenos contenian “moléculas circulares de ARN simple cadena cerradas
covalentemente”. Posteriormente, en 1979, se describieron ARNs circulares en células de
mamifero como un genoma viral de ARN (Hsu & Coca-Prados, 1979). Aunque algunos
estudios informaron posteriormente de la existencia de circARNs (Capel et al., 1993;
Cocquerelle et al., 1992; Nigro et al., 1991; Zaphiropoulos, 1996), su subrepresentacion y
bajos niveles de expresion han apoyado durante mucho tiempo la nocion de estas moléculas
como subproductos minoritarios y no funcionales de la maquinaria del spliceosoma.

Un cambio rotundo en la atencion de la comunidad cientifica hacia esta clase de
moléculas estuvo posibilitada por la llegada de secuenciacion de ARN vy la aplicacién de
nuevos algoritmos computacionales. Esas metodologias evidenciaron que los transcriptos
circulares se expresan de manera ubicua en todo el dominio eucariota (Ashwal-Fluss et al.,
2014; Memczak et al., 2013; Salzman et al., 2012). La mayoria de las moléculas circulares
derivan de genes que codifican proteinas y abarcan exones completos (Ashwal-Fluss et al.,
2014; Guo et al., 2014; Rybak-Wolf et al., 2015; You et al., 2015).

Mediante el uso de la secuenciacion de ARN, se ha evidenciado que el patron de
expresion de circARN es especifico del tejido y de la etapa de desarrollo (Rybak-Wolf et al.,
2015; Veng et al.,, 2015; You et al.,, 2015; Westholm et al., 2014). Recientemente se ha
demostrado la expresién endégena de numerosos circARNs en células de mamiferos, siendo
muchos de ellos abundantes en relacion a su isoforma lineal, alcanzando incluso niveles de
hasta 10 veces mayores (Rybak-Wolf et al., 2015; Wang et al., 2014, You et al., 2015), dando

lugar a la idea de que este grupo de moléculas podria tener una funcién biolégica relevante.

Deteccidn de los transcriptos circulares

La prevalencia generalizada de los transcriptos circulares se ha subestimado durante
mucho tiempo debido a numerosas razones. En primer lugar, a diferencia de los ARN
pequefios, los circARNs no se segregan facilmente por tamafio o motilidad electroforética de
otras especies de ARN. En segundo lugar, las técnicas moleculares que se suelen utilizar en
los estudios de ARN destruyen la circularidad porque implican la amplificacion de la muestra,
la fragmentacion de la molécula o ambas. Por otro lado, el microarray, la técnica mas utilizada
a nivel mundial para el andlisis de transcriptomas antes de la aparicién de la secuenciacién
de alto rendimiento, no permite distinguir entre transcripciones circulares y lineales de un gen

codificante.



Debido a la falta de extremos libres, los circRNAs no pueden identificarse mediante
RACE (rapid amplification of cDNA ends) o mediante el enriquecimiento de poli-A previo a la
secuenciacion del RNA (Jeck & Sharpless, 2014). Incluso en la actualidad, la identificacion de
circRNA no es automatica, sino que se basa en el postprocesamiento bioinformatico de los
datos de secuenciacion del ARN, la cual detecta la union caracteristica cabeza-cola por su no
colinealidad con el genoma (Memczak et al., 2013; Rybak-Wolf et al., 2015). Es importante
sefalar que, hasta hace unos afios, esta era una restriccion establecida por la mayoria de los
algoritmos bioinformaticos que provocaba que se filtraran moléculas circulares de los datos
de secuenciacion de ARN. Las primeras identificaciones sistémicas de circRNAs fueron
tomadas con escepticismo por algunos investigadores en el campo del ARN, argumentando
que estas moléculas podrian representar subproductos de la maquinaria spliceosomal sin
ninguna relevancia funcional (Guo et al., 2014).

Un estudio reciente (Xu & Zhang, 2021), evidencia que los circARNs de mamiferos en
general no se conservan y que mas del 97% de la produccién de circARN observada es
deletérea y proviene de errores en el splicing. De todos modos, esto Ultimo no es inconsistente
con el hecho de que una pequefia fraccion de circARNs haya demostrado tener actividades
bioquimicas. Existen evidencias que sustentan la presencia de los transcriptos circulares
como elementos independientes de errores de splicing: el nivel de expresion de los circARNs
se correlaciona débilmente con sus contrapartes lineales sugiriendo una regulacién especifica
(Jeck et al., 2013; Salzman et al., 2012 ); la mayoria de los circARNs son citoplasmicos,
mientras que la mayoria de los subproductos spliceosomales se acumulan en el sitio de
transcripcion (Moore & Proudfoot, 2009) y por ultimo, se ha demostrado la funcionalidad para
algunos circARNs tanto en condiciones fisioldgicas como en enfermedades (Du et al., 2016;
Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013; Zheng et al., 2016).

Requlacién espacial y temporal de la expresion de circARNs

Se ha observado en muchas oportunidades que la regulacién del circARN es
independiente -e incluso opuesta- a la que respecta al transcripto lineal derivado del mismo
locus (Conn et al.,, 2015; Salzman et al., 2013). Un gran numero de circARNs parecen
expresarse especificamente dependiendo del tejido y tipo celular (Memczak et al., 2013; Zhou
et al., 2018). De esta forma, la abundancia relativa de las isoformas circulares esté regulada
de una manera especifica de gen y tipo celular (Salzman et al., 2012; Salzman et al., 2013).

En muestras de tejido humano, se ha observado un enriquecimiento general para la
expresion de circARNSs en el sistema nervioso (Rybak-Wolf et al., 2015). Se han identificado
dos factores que contribuyen a la mayor abundancia de circARNSs en el cerebro: La expresion

exclusiva de muchos genes que producen circARNs en este rgano y que, en los casos en
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los que el gen se expresa en otros tejidos y en cerebro, la contribucién relativa de los circARNs
es significativamente mayor en este ultimo (You et al., 2015).

A nivel intracelular, los transcriptos circulares y lineales de un mismo gen pueden tener
una localizacion diferente (Rybak-Wolf et al., 2015). En las neuronas, los circARNSs se sitian
principalmente en el citoplasma, sin embargo, muchos de ellos estan localizados y
enriguecidos en compartimentos sinapticos (Rybak-Wolf et al., 2015; You et al., 2015). En
comparacion con el ARN citoplasmético y el ARN total del cerebro, el enriguecimiento de los
circARNs se observd tanto en fracciones de sinaptoneurosomas murinos como a partir de
microdiseccion de neuropilos en cortes de hipocampo (Rybak-Wolf et al., 2015; You et al.,
2015).

Con respecto a la regulacion temporal de la expresion de los circARNs, se ha
observado que en muestras hipocampales (You et al., 2015) y en cultivos primarios de
neuronas (Rybak-Wolf et al., 2015) un aumento global de los niveles de circARNs a lo largo
del desarrollo. Hasta el momento y de forma exclusiva, se ha observado en el cerebro, a
diferencia de otros 6rganos, una acumulacién de los circARNs durante el envejecimiento
(Gruner et al., 2016; Westholm et al., 2014; Zhou et al., 2018).

Al analizar de forma conjunta lo mencionado anteriormente, el patréon de expresion
temporal y su localizacion subcelular sugieren una potencial funcién de algunos circARNs

como reguladores de la transmision sinaptica y fenomenos de plasticidad sinaptica.

Funciones y mecanismos de accién de los circARNs

Si bien se ha demostrado que algunos circARNs presentan funciones bioquimicas,
existe una fuerte evidencia que los transcriptos circulares son productos, en gran parte, no
funcionales (Xu & Zhang, 2021). Sin embargo, aquellos transcriptos que si lo son, no
presentan una funcidn caracteristica generalizada. A continuacion se mencionan las funciones
y mecanismos conocidos de esta clase de transcriptos.

La primera funcién encontrada de los circARNs fue la de actuar como esponjas de
MIARN, secuestrandolos y de este modo evitar su interaccién con los mMARN blanco, como en
el caso de Cdrlas y circHIPK3 (Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013, Piwecka et al.,
2017, Zheng et al., 2016). Otros estudios sugieren que los circARNSs interactan con proteinas
de uniéon al ARN (RBP) (Dudekula et al., 2016) actuando como: esponjas de proteinas
(Abdelmohsen et al., 2017; Legnini et al.,, 2017; Yang et al., 2018; Zhang et al., 2018a y
2018b), activadores de funciones proteicas (Li et al., 2015; Zhang et al., 2013), plataformas
para el ensamblaje de complejos enzima-sustrato (Du et al., 2016; Du et al., 2017; Zeng et al.,
2017) y reclutadores de proteinas en sitios especificos (Chen et al., 2018). Ademas, se

observé que un subconjunto de circARNs puede actuar como molde para la traduccién de
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péptidos bajo circunstancias especificas (Legnini et al., 2017; Pamudurti et al., 2017; Yang et
al., 2017; Yang et al., 2018; Zhang et al., 2018ay 2018b), aunque se cree que la vasta mayoria
son no codificantes ya que Unicamente una pequefia proporcion de circARNs estd asociada
con polirribosomas (Guo et al., 2014; Jeck et al., 2013; Salzman et al., 2013; Stagsted et al.,
2019; You et al., 2015).

Los circARNs se acumulan durante la maduracion neuronal (Rybak-Wolf et al., 2015)
y durante el envejecimiento (Gruner et al., 2016; Westholm et al., 2015; Zhou et al., 2018), y
debido a esto podrian tener una funcién en enfermedades neurodegenerativas. Un ejemplo
de esto es Cdrlas, el cual se encuentra fuertemente disminuido en muestras de hipocampo
de pacientes con Alzheimer esporadico (Lukiw, 2013), ademas de tener implicancias
importantes en la funcién neuronal dado que Cdrlas regula la transmision sinptica y su
ausencia afecta la funcionalidad del cerebro (Piwecka et al., 2017). El transcripto circular
Cdrlas es el circARN que se encuentra mejor caracterizado y es el de mayor nivel de
expresion en mamiferos, siendo también alta su expresién en neuronas. Hace ya algunos
afos se ha descubierto que la pérdida de este circARN en un animal knockout (KO) genera
una desregulacién de miR-7 que conduce a una alteracion de la funcién cerebral (Piwecka et
al., 2017).

Por otra parte, existen ARNs circulares que derivan de loci genémicos asociados a
enfermedades especificas o con roles importantes durante el desarrollo embrionario. Esto
indicaria una posible funcion de los circARNs derivados de esos loci en contextos fisiologicos
y patoldgicos. Se ha demostrado en un estudio reciente una diferencia en los niveles de
circARNs en tejidos normales y cancerosos. Se observd que los ARNs circulares son
generalmente menos abundantes en tumores (Bachmayr-Heyda et al., 2015). Este trabajo
mencionado demuestra la existencia de una correlacion negativa entre la abundancia relativa
de circARNs y la proliferacion celular, a partir de muestras de cancer de colon y de ovario,
como asi también de muestras de fibrosis pulmonar idiopatica, otra enfermedad relacionada
con la proliferacién celular diferencial (Bachmayr-Heyda et al., 2015). De esta forma, los
circARNs podrian tener una funcion en el desarrollo tumoral. Esto se observd en el caso de
circlTCH, en donde su sobreexpresion modula el crecimiento celular y suprime el crecimiento
tumoral (Li et al., 2015). Ademas, su estabilidad en fluidos extracelulares y su expresion tejido-
especifica, los convierte en candidatos promisorios como biomarcadores de enfermedades
(Lu & Xu, 2016).

En resumen, actualmente existe consenso en considerar a los circARNs como una
clase amplia de reguladores post-transcripcionales enddgenos cuya funcionalidad estaria
mediada por mecanismos moleculares diversos. Es por esta razén que los disefios
experimentales destinados a elucidar la funcionalidad de los ARNSs circulares deben orientarse

-en el presente estado del arte del campo de estudio- a candidatos individuales.
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El desarrollo de herramientas moleculares para estudiar los efectos de la pérdida de
funcion es una condicién necesaria para llevar a cabo una caracterizacion funcional. Una
restriccion logica en el disefio de las herramientas que conduzcan a una de pérdida de funcion
de circARNs es que deben preservar la expresion de las isoformas lineales derivadas del
mismo gen. La estrategia predominante en estudios sobre circARNs es la generacion de
vectores de expresion de shARNSs dirigidos contra la secuencia que corresponde a la union
de backsplicing (unién cabeza-cola), que se encuentra ausente en las isoformas lineales
(Legnini et al., 2017; Zheng et al., 2016), pudiendo regular negativamente de forma especifica

las isoformas circulares.

Las funciones de los circARNS, ¢.estan relacionadas con las de la expresion del gen del cual

derivan?

Si bien la funcion de los circARNs no necesariamente esta relacionada con la del
producto de expresion principal del locus del cual derivan, a menudo sus patrones de
expresion y localizacion subcelular correlacionan.

En el presente trabajo, se seleccion6 como candidato para estudiar su funcionalidad
in vivo, a la molécula circTulp4, por su abundancia en sistema nervioso (ver Resultados
previos del laboratorio).

¢Cual es la funcion del transcripto lineal de Tulp4? Tulp4 codifica para una proteina
gue pertenece a la familia de TULP (tubby-like protein), que en los vertebrados abarca a TUB
y a los TULP relacionados del 1 a 4 (Li et al., 2001; North et al., 1997). La familia TULP se
caracteriza por un 'dominio tubby' C-terminal conservado que consiste en un barril B que
encierra una hélice a central que interactda con fosfoinositidos especificos de membrana (PIP)
(Ikeda et al., 2002a; Santagata et al., 2001). TULP4 es el miembro mas distante de la familia
TULP, compartiendo solo un 40-48% de identidad de secuencia con otras proteinas de la
familia tubby del dominio tubby conservado. Su localizacién subcelular es esencialmente
citoplasmatica, estando también presente en cilias. En ratones, esta se expresa
principalmente en el cerebro y testiculos. Debido a la similitud de secuencia, se cree que esta
proteina podria ser un componente de reconocimiento al sustrato en ciertas E3 ligasas
(proteinas Elongin-Cullin-SOCS-box) (Kile et al., 2002), participando de este modo en la via
de la ubiquitinacion. A nivel de organismo completo, en ratones transgénicos homocigotas
knockout para la mutacion resultaron ser letales mientras que los ratones heterocigotas
knockout para el gen Tulp4, se observaron alteraciones en los fenotipos comportamentales
como un aumento en la respuesta de freezing en un fear conditioning contextual y de clave
(IMPC, International Mouse Phenotyping Consortium). Estos resultados indican que el

transcripto lineal de Tulp4 tiene efectos sobre el comportamiento. Cabe mencionar que la
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delecién génica de los ratones Tulp4 KO afecta a un exon rio debajo de las secuencias
involucradas en la generacion de circTulp4. Por lo tanto, es probable que los niveles de
expresion de circTulp4 no estén afectados en esa linea murina.

Para estudiar la funcionalidad de circTulp4, es necesaria la evaluacion de los fenotipos
que se producen como consecuencia de la pérdida de funcion de la molécula de interés. Este
analisis fenotipico puede realizarse a diversos niveles: molecular, celular, e incluso en el
organismo completo. En las siguientes secciones se detallan los diferentes niveles de estudio
utilizados como estrategias predominantes en esta tesis para la caracterizacion funcional in

vivo de este circARN candidato en el sistema nervioso central.

2. Principios generales de la funcion neuronal en el Sistema Nervioso Central de
mamiferos.

Sinaptogénesis y espinogénesis en el SNC de mamifero: bases de la neurotransmision

excitatoria

Los circuitos neuronales se establecen durante el desarrollo mediante la formacion de
contactos sinapticos. La mayoria de los contactos sinpticos excitatorios en el Sistema
Nervioso Central (SNC) de mamiferos estd compuesto de un terminal axénico pre-sinaptico
conteniendo vesiculas sinapticas y una densidad post-sinaptica (post-synaptic density, PSD)
rica en proteinas y receptores (Harris, 1999; Hering & Sheng, 2001; Sheng & Hoogenraad,
2007). La formacion de las espinas dendriticas coincide con el periodo principal de la
sinaptogénesis durante las primeras semanas post-natales en muchas regiones del cerebro
de roedores. Durante los primeros estadios de la sinaptogénesis, la mayoria de las sinapsis
en las neuronas piramidales estan localizadas sobre el shaft dendritico; no obstante, a medida
gue comienzan a formarse las espinas, las sinapsis excitatorias en estas comienzan a
reemplazar a las localizadas en el shaft dendritico (Yuste & Bonhoeffer, 2004). En el adulto,
muy pocas sinapsis excitatorias se encuentran en el shaft, y la gran mayoria de las espinas
contienen una Unica sinapsis excitatoria (Harris et al., 1992; LeVay, 1973).

En las neuronas excitatorias —como las neuronas piramidales del hipocampo y corteza-
la llegada del potencial de accidon que recorre el axon, provoca la fusion de las vesiculas
cargadas del neurotransmisor glutamato, las cuales estan acopladas en el terminal sinaptico
(Burns & Augustine, 1995; Phillips et al., 2001). Una vez liberadas las moléculas de
neurotransmisor, el glutamato difunde en el espacio sinaptico y se une a los receptores de N-
methyl-D-aspartic acid (NMDAR) y a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid

(AMPAR). Estos receptores son las dos clases principales de receptores ionotrépicos
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glutamatérgicos presentes en la PSD (Hollmann, 1994). La apertura de los NMDARs y
AMPARSs, conduce a un flujo entrante de iones, se produce una despolarizacion local y se
activan los canales i6nicos voltaje-dependientes, como asi también diversas cascadas de
sefializaciobn. En su conjunto, esta serie de sucesos, lleva a mdultiples eventos de
despolarizacién que se suman y propagan hacia el soma donde si se alcanza el umbral
eléctrico, un nuevo potencial de accién es generado. Esto sucede en un sitio especifico

llamado cono axoénico, ubicado en la proximidad del cuerpo celular (Figura 2A).
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Figura 2. Sinapsis excitatoria generalizada del SNC de mamifero. (A) Durante el desarrollo post-natal del
cerebro de mamiferos, la formacién de espinas coincide con la sinaptogénesis. Las sinapsis excitatorias estan
formadas por un terminal axénico pre-sinaptico de una neurona y una espina dendritica de otra. El recuadro que
se observa, muestra una magnificaciéon de un esquema de una sinapsis; el terminal pre-sinaptico contiene
vesiculas cargadas de glutamato y de proteinas de andamiaje, la espina dendritica contiene receptores de
glutamato y un gran ndmero de proteinas de sefializacién y de andamiaje. (B) Las protuberancias dendriticas se
clasifican en cuatro clases segin su morfologia: filopodium (delgadas, estructura hair-like), thin (cabeza bulbosa
pequefia y cuello delgado), stubby (cortas y gruesas) y mushroom (cabeza grande en forma de bulbo y cuello
estrecho). Adaptado de Peters & Kaiserman-Abramof, 1970. (C) Gradiente de variaciones morfologicas de las
espinas dendriticas. (Adaptado de Berry & Nedivi, 2017)

Estabilizacion de las espinas y plasticidad sinaptica

Las espinas dendriticas presentan una amplia variedad de formas y tamafios, siendo
muy diversas a lo largo de las diferentes areas del cerebro, tipos celulares y especie (Ghani
et al, 2017). Tradicionalmente, el analisis estructural de las espinas dendriticas las agrupa en
cuatro clases fijas segun sus caracteristicas morfolégicas: mushroom, thin, stubby vy filopodia
(Figura 2B) (Peters, A. & Kaiserman-Abramof, I. R., 1970). Dicha clasificacion se enfoca en
las propiedades del cuello y cabeza de las espinas. Las espinas de tipo “mushroom”presentan
una cabeza grande y un cuello angosto que la separa de la dendrita. Estas forman fuertes
conexiones sinapticas, presentan un mayor tiempo de vida y ademas se cree que estan
implicadas en el almacenamiento de memorias de largo término (Bourne & Harris, 2007;
Hayashi & Majewska, 2005). La segunda clasificacion corresponde a las espinas tipo “thin”,
las cuales presentan una estructura similar a las mushroom, pero la cabeza es mas pequefia
en relacion al cuello. Son espinas mas dindmicas y se cree que, acompafiado de un
incremento de la cabeza de la espina, son las responsables de formar nuevas memorias
durante el proceso de plasticidad sinaptica (Bourne & Harris, 2007; Hayashi & Majewska,
2005). En tercer lugar se encuentran las espinas “stubby”, las cuales tipicamente no presentan
un cuello en su estructura. Se las conoce como el tipo de espina que predomina en los
estadios tempranos del desarrollo postnatal, pero también se las encuentra en pequefas
cantidades en la adultez, donde se forman debido a la desapariciébn de las espinas tipo
mushroom (Hering & Sheng, 2001). Por ultimo se encuentran las filopodia, las cuales son
protrusiones con una estructura alargada y delgada sin una cabeza definida. Cominmente se
las observa en neuronas en desarrollo, aunque también pueden ser encontradas en neuronas
maduras pero bajo determinadas condiciones especificas como por ejemplo luego de ciertos
tipos de dafio cerebral (Yoshihara et al., 2009).

Inicialmente la clasificacion en las tres categorias mencionadas se realizaba de forma
manual, la cual era una tarea laboriosa y propensa a errores subjetivos. Debido a esto, se
desarrollaron diversos algoritmos de clasificacion y segmentacion para automatizar este

proceso permitiendo resultados rapidos, simples y con un error minimo por parte del
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experimentador. Esta clasificacion automatica se basa en la estimacion de parametros claves
como el tamafio de la cabeza y la relacion de la cabeza/cuello de la espina, y esta
implementada en una amplia variedad de softwares (Basu et al., 2018; Dickstein et al., 2016;
Koh et al., 2002; Rodriguez et al., 2008; Son et al., 2011).

A pesar de su amplio uso en el area, el enfoque de la clasificacion cualitativa
mencionada anteriormente presenta limitaciones. Las transiciones entre las estructuras de
tipo mushroom, thin y stubby ocurren de forma abrupta en esta clasificacién pero gracias al
avance tecnolégico y de diversos estudios in vivo, se observd que en realidad existe un
espectro continuo de variaciones morfologicas de las espinas (Figura 2C), siendo una de ellas
el volumen (Arellano et al., 2007; Berry & Nedivi, 2017; Loewenstein et al., 2015; Tonnesen et
al., 2014; Wallace & Bear, 2004; Yuste & Bonhoeffer, 2004).

La formacién y estabilizacién de las espinas son procesos regulados por la actividad
neuronal; estimulos que afectan la fuerza sinaptica en cultivo también influencian el volumen
y la estabilizacion de las espinas dendriticas. Por esta razon, se utilizan métodos que permiten
la visualizacién de la densidad de espinas y su tamafio, y de este modo inferir la localizacion
de las sinapsis excitatorias en cultivo, cortes de cerebro e in vivo (Rochefort & Konnerth,
2012).

Existe una variedad de estimulos que afectan la conectividad de los circuitos
neuronales, incluyendo ciertos patrones de actividad sindptica (Engert & Bonhoeffer, 1999;
Hosokawa et al., 1995; Kirov & Harris, 1999; Maletic-Savatic et al., 1999; Nagerl et al., 2004;
Yuste & Bonhoeffer, 2001), aprendizaje y memoria (Bourne & Harris, 2007; Gruart et al., 2006;
Neves et al., 2008; Whitlock et al., 2006), estrés (Fuchs et al., 2006; Goldwater et al., 2009;
Radley et al., 2008) y ansiedad (Wang G. et al., 2013), hormonas (McEwen et al., 1991),
envejecimiento (Dumitriu et al., 2010; Woolley et al., 1990), como asi también sustancias de
abuso de consumo crénico (Kauer, 2004). El proceso de cambios en la conectividad sinaptica
dependientes de experiencia se conoce como plasticidad sinaptica. La remodelacion
subyacente de las espinas dendriticas, asi como los cambios en la fuerza y la funcién de la
conectividad sinaptica, constan de reordenamientos dinamicos en el citoesqueleto de actina
de la espina (Hotulainen y Hoogenraad, 2010). Dos de los mecanismos celulares por los que
se producen cambios dependientes de la actividad en las espinas son la plasticidad Hebbiana
y homeostatica. La plasticidad sinaptica Hebbiana es un mecanismo a través del cual la
actividad correlacionada entre la presinapsis y la postsinapsis conduce a cambios duraderos
en la funcion sinaptica (Zenle et al., 2017). La potenciacion de largo término (long-term
potentiation, LTP) y depresion de largo término (long-term depression) corresponden a dos
formas de plasticidad Hebbiana que puede inducir un aumento o reduccion del tamafio de las

espinas a largo término, respectivamente. Asimismo, la plasticidad homeostatica es una forma
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de plasticidad general que restringe la excitabilidad celular y circuital dentro de los limites
fisiolégicos (Wefelmeyer et al., 2016), y que bajo circunstancias de deprivacion de actividad
sindptica el tamafio y la densidad de espinas se modifica (Forrest et al., 2018).

Arborizacién dendritica y sus espinas

La formacion y la morfogénesis adecuadas de las dendritas y sus formas particulares
son fundamentales para el ensamblado de los circuitos neuronales en el cerebro y
proporcionan la base para que las neuronas reciban y propaguen la informacion. La
morfologia de un &rbol dendritico determina la capacidad de procesamiento e integracion de
sefiales eléctricas entrantes (London & Hausser, 2005). En este sentido, el patrén de
extension y ramificacion de las dendritas controla de forma critica el niUmero y tipo de
contactos sinapticos que establece una neurona (Parrish et al., 2007; van Elburg & van Ooyen,
2010; Vetter et al., 2001).

El desarrollo del arbol dendritico esta caracterizado por una secuencia de pasos
complejos e interrelacionados, los cuales incluyen crecimiento de neuritas y ramificaciones,
orientacion sindptica, limitaciéon del crecimiento, estabilizacion y remodelado (Scott & Luo,
2001). Una mala regulacién del desarrollo dendritico como también un remodelado anormal
estd asociado con diversos sindromes genéticos, trastornos del neurodesarrollo y
enfermedades neuroldgicas, incluyendo retraso mental, sindrome de fragil X, sindrome de
Down, sindrome de Rett y esquizofrenia (Emoto, 2011). Ademas, se observaron alteraciones
patolégicas en las dendritas y en sus espinas en modelos de ratdn con enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer (Duyckaerts et al., 2008; Luebke et
al., 2010). En diversos estudios se ha demostrado que las neuronas hipocampales y
neocorticales pueden sufrir una extensa remodelacion dendritica reversible en respuesta a
factores externos o estimulos ambientales como asi también a condiciones patoldgicas como
estrés cronico, hibernacion, actividad fisica, tareas de aprendizaje sensomotoras, exposicion
crénica a drogas, epilepsia, isquemia y dafio cerebral (Emoto, 2011; Hickmott & Ethell, 2006;
Lambert et al., 1998; Magarinos et al., 2006; Popov & Bocharova, 1992; Popov et al., 1992;
Spigelman et al., 1998; Ruan et al., 2006).
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3. Abordajes experimentales para el estudio de la morfologia neuronal y del
comportamiento.

Estudio de la morfologia neuronal

Para poder estudiar los cambios estructurales en las neuronas y las espinas
dendriticas, resulta importante la obtencién de imagenes que permitan cuantificar la densidad
y aspectos morfoldgicos de las espinas como asi también la complejidad y longitud del arbol
dendritico. De forma 6ptima, ambas estructuras deben ser examinadas a alta resolucién, pero
con frecuencia esto implica un compromiso en el rendimiento. La microscopia confocal de alta
resolucion se utiliza para visualizar las espinas en los segmentos dendriticos o neuronas
completas. Previo a la microscopia, se pueden emplear varias técnicas de marcaje que
pueden incluir transfeccion viral con GFP, inyeccién iontoforética con coloracioén fluorescente
(cell loading) o expresion viral. A lo largo de los afios, la necesidad de analizar imagenes de
forma precisa, eficiente y en real 3D ha sido un obstaculo importante para derivar relaciones
fiables entre la funcién neuronal alterada y los cambios en la morfologia de las espinas.

En el presente trabajo, para poder caracterizar morfolégicamente las neuronas
hipocampales de la region CAl de los ratones circTulp4-KO, se analizé la arborizacion
dendritica, tanto en su complejidad como en su longitud, y la morfologia y densidad de las
espinas. Las imagenes obtenidas con microscopia confocal, se procesaron y analizaron con
el software Neurolucida 360 (MBF Bioscience), que permite realizar reconstrucciones

tridimensionales de las neuronas y sus estructuras.

Principios y modelos comportamentales

Con el objetivo de caracterizar funcionalmente a los ratones circTulp4-KO a nivel
comportamental, se llevé a cabo una bateria de experimentos donde se busca comparar
parametros del comportamiento entre los animales wild type y knockout para circTulp4. A

continuacién se describe la base tedrica de cada prueba ejecutada.

1. Aprendizaje y memoria

Uno de los objetivos méas desafiantes de la neurociencia es entender como el sistema
nervioso adquiere — (aprendizaje) y almacena para luego evocar — (memoria) informacion
captada del exterior. La idea de que los cambios en la fuerza de las sinapsis dentro de diversos
circuitos neuronales podrian mediar el almacenamiento de la informacion adquirida durante el

aprendizaje, tiene apoyo tanto teérico como experimental (Bliss & Lemo, 1973; Jones, 1994;
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Kandel, 2001; Morris, 1999; Scoville & Milner, 1957). La plasticidad sindptica y la hipotesis de
la memoria establece que: La plasticidad sinaptica dependiente de la actividad se induce en
las sinapsis apropiadas durante la formacién de la memoria, y es necesaria y suficiente para
la codificacion y el almacenamiento de trazas del tipo de memoria mediada por el area del
cerebro en la que se observa esa plasticidad (Martin et al., 2000).

La memoria tiene diversas configuraciones y esta distribuida a lo largo de diferentes
regiones del cerebro. El hipocampo ha captado gran parte de la atencion en el estudio del
cerebro, con lo cual a lo largo de los afios se han hecho diversos experimentos. Entre estos
se encuentran las lesiones, como el caso conocido del paciente H.M (Henry Molaison (1926-
2008)) (Scoville & Milner, 1957; Corkin, 1984), como asi también experimentos de plasticidad
sinaptica, los cuales sugieren un papel importante del hipocampo en la memoria episédica de
animales y humanos (Gruart et al., 2006; Scoville & Milner, 1957; Whitlock et al., 2006). Esta
area esta compuesta por diversas regiones: el giro dentado (DG), CA3, CA2, CAl, el
subiculum, el pre y para-subiculum y la corteza entorrinal (EC). El giro dentado, la regién CA3
y CALl son los protagonistas de la via trisinaptica clasica. (Figura 3) El hipocampo es un
sistema modelo para estudiar la plasticidad sindptica debido a su patrén laminar relativamente
simple de neuronas y vias sinapticas. Estas caracteristicas anatomicas hacen que el
hipocampo sea apropiado para manipulaciones electrofisiolégicas, genéticas y moleculares.

Colaterales de
Schaffer

Y - g il
. -

iro dentadd

Figura 3. Clasico circuito trisinaptico excitatorio del hipocampo. Diagrama representativo de un corte
transversal de hipocampo de roedor, donde se encuentran expresadas las vias sinapticas excitatorias. En la via
perforante, los axones de la corteza entorrinal proyectan hacia las dendritas de las células granulares del giro
dentado; en la via de las mossy fibers, los axones del giro dentado contactan con las dendritas de las células
piramidales de la CA3; y en la via de las colaterales de Schaffer, los axones de la CA3 sinaptan con las dendritas
de las neuronas piramidales de la CA1. Adaptado de Ho et al., 2011.
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En los humanos, la memoria episddica se refiere a los elementos "qué, cuando y
donde" de una memoria relacionada con un evento. En el resto de los animales, solo el "qué"
y el "donde" pueden evaluarse mediante pruebas de comportamiento en las que se

implementan sefiales contextuales.

Pruebas basadas en la cognicién

Los tests para poner a prueba las funciones cognitivas en lineas de ratones
genéticamente modificados, constituye un area sustancial de la neurociencia del
comportamiento. Sin embargo, solo una pequefia fraccion de las pruebas cognitivas tiene
como objetivo la comprension detallada de los procesos cognitivos subyacentes, y debe
considerarse que ninguna prueba es especifica para un solo dominio cognitivo.

La prueba de reconocimiento del objeto novedoso (novel object recognition, NOR)
evalla la memoria de reconocimiento. La prueba se basa en la preferencia natural de los
roedores de pasar mas tiempo explorando un objeto nuevo que uno familiar (Van Gaalen &
Steckler, 2000). Se cree que la tarea depende de la funcién de la corteza hipocampal y
perirrinal.

La prueba de alternancia espontanea del laberinto en forma de Y evalla la memoria
de trabajo espacial, la capacidad de mantener un elemento de memoria activo en mente hasta
gue se da una respuesta. La prueba se basa en la curiosidad natural de los roedores por
explorar nuevos entornos, por lo que normalmente prefieren investigar un nuevo brazo del
laberinto en lugar de volver a uno que fue visitado anteriormente (Dellu et al., 2000; Wall et
al., 2003). En esta tarea participan diferentes areas del cerebro, incluido el hipocampo, el

septum, el prosencéfalo basal y la corteza prefrontal.

2. Ansiedad vy depresién

En esta tesis se llevara a cabo el Dark-light box, Marble burying y la prueba de Open
Field en baja luminosidad para evaluar comportamientos relacionados a la ansiedad, mientras

que para un endofenotipo de la depresion, la prueba de preferencia por la sacarosa.

Pruebas basadas en comportamiento de tipo ansioso

Antes de describir las pruebas que evidencian el comportamiento de tipo ansioso, es
importante describir con cierta precision qué se entiende por ansiedad. La ansiedad es
principalmente una respuesta a un potencial peligro y su funcion fundamental es evitar que el

organismo se encuentre en situaciones que pongan en riesgo al individuo (Bannerman et al.,
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2014). Esta caracterizada por un aumento en la activacibn o arousal, expectativa,
accionamiento del sistema autbnomo y neuroendocrino, y por patrones especificos del
comportamiento, que van desde la exploracion y alimentacion hasta comportamientos de
escape o defensivos (Steimer, 2002). Se considera que la ansiedad es distinta del miedo, que
es la respuesta a un peligro inmediato y real, y estan involucrados diferentes circuitos
neuronales en estos comportamientos protectores o defensivos (Gray, 1982; Gray &
McNaughton, 2000). La ansiedad esta asociada con el conflicto o la incertidumbre, y surge
cuando hay competencia entre los objetivos y las opciones de respuesta disponibles al mismo
tiempo. Esto puede surgir a través de diversas vias, por ejemplo, existe un conflicto entre
posibles resultados no aprendidos en pruebas de laboratorio simples e incondicionadas de
ansiedad, tal como lo es el laberinto en cruz elevado. Tales pruebas se basan en un conflicto
de exploracién versus evitacién, y se requiere que el animal elija si explorar los brazos abiertos
y expuestos del laberinto, que son potencialmente peligrosos pero también potencialmente
gratificantes (exploracion), o permanecer en un lugar seguro y cerrado (evitacion) (Van Gaalen
& Steckler, 2000). Gray, y posteriormente Gray y McNaughton, sugirieron que un sistema
neurobiolégico que medie la ansiedad debe responder a situaciones de conflicto o
incertidumbre y, una vez activado, debe evocar una serie de respuestas para resolver ese
conflicto (Gray, 1982; Gray & McNaughton, 2000). Esto implica aumentar los niveles de
excitacion, modular los procesos de atencién para modificar la saliencia de los estimulos en
el entorno y, suprimir los circuitos motores en curso (inhibicion conductual). Ademas, Gray
(1982) sugirid6 que es el sistema hipocampal el involucrado en estas funciones. Mediante
lesiones citotoxicas especificas en las subregiones han fraccionado al hipocampo en términos
de sus efectos comportamentales. El hipocampo dorsal (hipocampo posterior en primates)
sirve a las funciones de memoria espacial del hipocampo mientras que el ventral (hipocampo
anterior en primates) subyace a los efectos ansioliticos de las lesiones del hipocampo
(Bannerman et al., 2003; Bannerman et al., 2014).

Las pruebas usadas para examinar el comportamiento ansioso en los ratones pueden
ser divididas en pruebas incondicionadas (basadas en la etiologia) y condicionadas (Lister,
1990; Rodgers et al., 1997). Las pruebas incondicionadas mas utilizadas incluyen al open
field, laberinto en forma de cruz elevado y el dark-light box. Estos métodos se basan en medir
el comportamiento de aproximacion-evitacion. Sin embargo, el material y los métodos
utilizados para realizar estas pruebas varian enormemente entre los laboratorios, y por lo
tanto, la interpretacion y comparacion de los resultados no siempre es evidente y directa
(Bouwknecht & Paylor, 2008; Hogg, 1996; Stanford, 2007). A pesar de que la medicién de
este comportamiento puede realizarse mediante una Unica prueba, es mas adecuado realizar
una bateria de test comportamentales para poder examinar el fenotipo conductual

individualmente, ya que estas evaluaciones miden la ansiedad en diferentes condiciones (Van
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Gaalen & Steckler, 2000). Los datos obtenidos de diferentes pruebas pueden ser combinadas
para crear variables “derivadas” que ofrecen una descripcion mas completa del perfil
comportamental de los individuos (Steimer, 2011).

La prueba Dark-light box evalia el comportamiento ansioso de los ratones, los cuales
presentan una preferencia natural por los ambientes oscuros. Esta prueba esta basada en la
aversion innata de los roedores por los ambientes iluminados y en su actividad exploratoria
espontanea de un ambiente novedoso en respuesta a estresores leves como lo es la luz y el
ambiente desconocido. Esta prueba puede ejecutarse con diversas variantes, ya sea en el
ciclo de luz-oscuridad de los ratones, en la ubicacién inicial del animal en el compartimento
(oscuro o iluminado), en la exposicion previa o no del ratdén a una prueba de estrés, o incluso
en como este armado el dispositivo segun las proporciones de espacio iluminado u oscuro.
Este amplio nimero de variantes posibles, permite obtener diversas interpretaciones de los
resultados (Bourin & Hascoét, 2003).

Otra de las pruebas para evaluar el comportamiento ansioso de los ratones es el
llamado Marble burying. Esta prueba radica en la naturaleza de los ratones por enterrar
objetos que consideran nocivos los cuales le causan ansiedad (Deacon et al., 2006), en este
caso dichos objetos son canicas de vidrio desconocidas para ellos.

Finalmente, el test de Open Field, ademéas de evaluar la locomocion de los ratones,
brinda informacion acerca del comportamiento ansioso. Esto es evaluado mediante el tiempo
que los animales pasan en el centro del campo, el cual es ansiogénico. Esta premisa esta
basada en la tendencia natural de los ratones de desplazarse o permanecer proximos a las

paredes, comportamiento denominado tigmotaxis (Simon et al., 1994).

Prueba basada en un endofenotipo de la depresion

La depresion se caracteriza por presentar sintomas como una profunda desregulacion
de las emociones, baja autoestima, pérdida de interés y una disminucién en la motivacion,
como asi también tiene asociado déficits cognitivos, concentracion reducida frente a la
ejecucion de actividades, fatiga y otras alteraciones metabdlicas y endocrinas (Gotlib &
Joormann, 2010; Xu et al., 2017). A pesar de los avances significativos en la investigacion de
disfunciones cognitivas, emocionales y neuronales especificas asociadas a la depresion, la
neurobiologia que la subyace todavia presenta numerosas incégnitas.

Para poder estudiar las bases moleculares, genéticas y neurobiol6gicas de la
depresion, es necesario acudir al ratbn como modelo experimental. Sin embargo, es
apropiado mencionar que actualmente esta en discusion si la depresion es un comportamiento
posible de medir en los ratones. Debido a la complejidad de dicha enfermedad, es correcto

hablar de endofenotipos, donde diversos aspectos de los mismos se ven reflejados en las
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pruebas comportamentales. Un ejemplo de esto es la anhedonia y su evaluacién mediante la
prueba de preferencia por la sacarosa. Contando con el conocimiento obtenido hasta el
momento de los mecanismos involucrados en esta enfermedad, se han desarrollado muchos
tipos de evaluaciones comportamentales que pueden emplearse para comparar a los ratones
e identificar si un raton tiene anhedonia o esta “deprimido” (Cryan et al., 2005; Griebel et al.,
2002; Porsolt et al., 1977; Tanti & Belzung, 2010). Se ha demostrado que los roedores
consumen con avidez de forma natural alimentos dulces y beben selectivamente una soluciéon
dulce cuando se les da un régimen de libre eleccion de acceso a dos botellas: una con agua
y la otra con solucién de sacarosa (Goshen et al., 2008; Sobrian & Ressman, 2003; Zhou et
al., 2011). Sin embargo, al exponer a esta situacién a modelos de depresién basados en el
estrés, es decir, que previamente fueron sometidos a estresores leves, los roedores no
tuvieron preferencia por la solucién azucarada (Goshen et al., 2008; Sobrian & Ressman,
2003; Zhou et al., 2011). Esta prueba se denomina preferencia por la sacarosa, en la cual
dicha preferencia es medida a través de un indice. Numerosos estudios en el campo de la
depresién, sugieren que una solucion de sacarosa al 1-2% m/V es la concentracion 6ptima
para ofrecer a los roedores junto con agua para distinguir si estan “deprimidos” o no (Goshen
et al., 2008; Sobrian & Ressman, 2003; Zhou et al., 2011). En otro estudio, se observé que si
a estos animales “deprimidos” se los trata con antidepresivos, recuperan la preferencia por la
sacarosa (Liu et al., 2015). Por lo tanto, es ampliamente aceptado que el indice de preferencia

por la sacarosa es un parametro Gtil para medir la anhedonia en roedores.

4. Resultados previos del laboratorio

Como punto de partida del proyecto de caracterizacion funcional de ARNSs circulares,
nuestro laboratorio realizé un analisis exhaustivo de estos transcriptos en muestras humanas
y murinas derivadas de tejidos y lineas celulares de origen nervioso (Rybak-Wolf et al., 2015).
Para tal fin, se utiliz6 la tecnologia de secuenciacibn de ARN sumado a un posterior
procesamiento informatico que permitié identificar las uniones cabeza-cola como indicador
especifico de los transcriptos circulares. Se detectaron en total 15.849 circARNs diferentes en
muestras de raton y 65.731 en muestras humanas. Ademas, se observé que cientos de
circARNSs presentaban niveles de expresion varias veces superior al de las isoformas lineales
derivadas del mismo gen. En otros estudios publicados recientemente (You et al., 2015), al
igual que lo observado en nuestro laboratorio, se observo que los circARNs se encuentran
enriquecidos en tejido nervioso en comparacion con otros tejidos.

Uno de los primeros motivos por el cual se elige a circTulp4 para la caracterizacion
funcional, es debido a la comparacion de la expresion del mismo y de su isoforma lineal en

distintos 6rganos tales como rifién, pulmon, corazén, higado, bazo, timo, corteza cerebral,
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hipocampo y cerebelo. En este andlisis se observé que la mayor expresion del circTulp4 esta
presente en cerebro, y no asi en los otros 6rganos (Figura 4C). Ademas, su isoforma lineal se
encuentra practicamente ausente en todos los 6érganos.

El criterio de seleccion como candidato para la caracterizacion funcional del circTulp4
se establecio segun los datos de secuenciacion generados por nuestro laboratorio a partir de
corteza frontal, sinaptoneurosomas y cultivos primarios de neuronas de origen murino, que
indicaron un elevado nivel de expresion de este circARN. Ademas de analizar la expresion en
cultivos neuronales, se llevd a cabo la cuantificacion de la expresion de circTulp4 y de su
isoforma lineal en cultivos primarios de astrocitos. Al comparar la expresiéon del mismo en
ambos cultivos se observo una expresion significativamente mayor de circTulp4 en neuronas
gue en astrocitos, mientras que la isoforma lineal entre ambos tipos celulares fue semejante.

Para realizar dicha caracterizacion, en nuestro laboratorio se desarrollaron como
primer paso, vectores que permitieran realizar experimentos de pérdida de funcién. Para
lograr la regulacién negativa de este circARN, se llevé a cabo la expresion de un shARN
dirigido contra la secuencia que forma la unién cabeza-cola (shCircTulp4). Se verificé la
eficiencia y especificidad de los vectores (ausencia de modulacion de la isoforma lineal) a
través de su expresion en una linea celular murina derivada de neuroblastoma (Neuro-2a) y
la cuantificacion de circTulp4 y su isoforma lineal mediante qPCR.

Cabe destacar que -basado en los efectos observados por la pérdida de funcién de
este ARN circular en neuronas en cultivo- nuestro laboratorio recientemente genero ratones
knockout para circTulp4 (circTulp4-KO) por medio de la técnica CRISPR/Cas9, en
colaboracion con el grupo del Dr. Wurst, en el Helmoltz Zentrum de Mdnich, Alemania. La
modificacion genética consisti6 en mutar un sitio aceptor de splicing que —por las
caracteristicas de este locus- no afecta el splicing de la forma lineal y al mismo tiempo evita
la generacién del circARN (Figura 4A). Es importante notar que no se observaron variaciones
significativas de la isoforma lineal derivada del mismo gen, lo cual valida la especificidad del
efecto de pérdida de funcién del transcripto circular (Figura 4C). Cabe destacar que circTulp4-
KO es una de las primeras lineas de ratones genéticamente modificada que afecta de forma
especifica la generacién de un ARN circular sin perjudicar la expresion de la isoforma lineal.

Estos animales knockout resultaron ser viables y fértiles, pero mostraron diversas
alteraciones en la neurotransmision excitatoria (Figura Al). Por otro lado, se llevaron a cabo
pruebas de diversos pardmetros neuroldgicos incluyendo la funcion muscular, equilibrio,
coordinacion motora, nocicepcion y sensibilidad auditiva, que demostraron que los ratones
circTulp4-KO no presentan alteraciones neurolégicas significativas. A su vez, esto permite la
utilizacion de pruebas comportamentales que dependen fuertemente de esas funciones

neuroldgicas.
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Figura 4. Generacion de ratones circTulp4-KO y genotipado. (A) Disefio de la generacion de la linea de ratones
knockout para circTulp4. Mediante la técnica de CRISPR/Cas9 se introdujo una mutacién en el sitio aceptor de
splicing que participa en la reaccion de formacion de circTulp4. Debido a que este sitio es parte de la secuencia 5’
rio arriba del exdn 1, no afecta la produccion de la isoforma lineal. (B) Genotipado representativo de la linea de
ratones CircTulp4-KO. En los animales en los que esta presente la mutacion que elimina el sitio de backsplicing
se genera un sitio de restriccion para la enzima Ddel. Para poder identificar a estos de los wild type, se realizaron
PCR con primers especificos que flanquean el sitio de aceptor del splicing en cuestion y los productos de la misma
son digeridos con Ddel. Los productos de digestién posteriormente son revelados mediante una electroforesis en
gel de agarosa. De esta forma es posible identificar a los animales wild type, heterocigotas y homocigotas para la
mutacion. (C) Abundancia relativa de las isoformas lineales y circulares de Tulp4 en tejidos de raton. CircTulp4 se
encuentra fuertemente disminuido, pero no completamente ausente, en los tejidos de ratones circTulp4-KO. El
producto detectado corresponde a un circARN que se genera mediante el uso de un sitio criptico de splicing
localizado a dos pares de base del sitio mutado.

Previamente en el laboratorio, en el area del comportamiento animal, se llevo a cabo
una bateria de experimentos comportamentales que incluyeron la prueba de nado forzado,
reconocimiento social, respuesta de sobresalto acustico (del inglés Acoustic-startle response),
laberinto en forma de Y, laberinto elevado en forma de cruz y el Open Field. Es importante
resaltar que las pruebas que evallan el comportamiento de tipo ansioso (Acoustic-startle

response y laberinto elevado en forma de cruz) y la memoria de trabajo (laberinto en forma de
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Y) presentaron diferencias entre los grupos wild type y knockout, denotando mayor ansiedad
y alteraciones en la memoria. A lo largo de esta tesis de licenciatura se ampliara y

complementaran estas pruebas con las realizadas actualmente.

5. Hipétesis y objetivos

Debido a la alteracion en la neurotransmision excitatoria observada in vivo en ratones
circTulp4 KO, nuestra hipétesis de trabajo propone que este fendmeno podria estar
asociado a una variacion en la densidad de las espinas dendriticas, como asi también a
alteraciones morfolégicas del arbol dendritico de las neuronas piramidales. Se espera,
ademas, que las alteraciones en la neurotransmisién tengan un correlato a nivel del

comportamiento.

Objetivo general

El objetivo general de la presente es elucidar la funcién del ARN circular circTulp4 en

un modelo murino in vivo.

Objetivos especificos

Se evaluaran dos aspectos de la funcion in vivo de circTulp4 mediante el uso de ratones

knockout para circTulp4:

1. Caracterizacion morfoldgica: Analisis de la arborizaciébn dendritica de neuronas
piramidales de la regiébn CAl del hipocampo. Cuantificacion de la densidad y
morfologia de las espinas dendriticas.

2. Caracterizacion comportamental: Exploracion de las funciones de cognicién y

memoria, y endofenotipos asociados a la ansiedad y depresion.
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MATERIALES Y METODOS

1. Primers y Reactivos

Primers para genotipado

CircTulp4 F: CCGGCAGGAACAAGGGATAG
R: GGTGCTCCAGCTGATGCTTA
Thyl-eGFP F: TCTGAGTGGCAAAGGACCTTAGG

R: GTCCTCCTTGAAGTCGATGC

Buffers generales v soluciones

1x PBS (pH 7,4)
137 mM NacCl
2,7 mM KCI

20 mM NazHPO4
2 mM KH2PO4

10x Buffer TAE (pH 8,1)

4,84% (m/v) Tris-Base

1,14% (m/v) Acido acético glacial
0,37% (m/v) EDTA

6x Buffer de carga Orange G (pH 7,5)
0,1% (m/v) Orange G

0,02 M Tris/HCI

15% (v/v) Glicerol
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2. Animales

Mantenimiento de los animales

Para todos los experimentos, los ratones se alojaron en condiciones normales de
laboratorio (22 + 1 °C, 55 =+ 5 % de humedad) con comida y agua ad libitum. A la edad de 3 a
4 semanas, los ratones de la misma camada se los separé de los progenitores, se enumeraron
mediante perforaciones en las orejas obteniéndose una biopsia que sera utilizada para su
genotipado.

El mantenimiento de los animales, los apareos y el sacrificio de las crias fueron
realizados bajo las normas internacionales y protocolos aprobados por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (Protocolo N° 2020-06-NE)

Cepas vy lineas transgénicas de ratones usadas en la tesis

o Ratones de la linea transgénica Thyl-eGFP M3, generados en background C57BI/6N,
los cuales posteriormente se cruzaron con la linea transgénica CircTulp4-KO vy
compafieros de camada wild type, para estudio de la morfologia dendritica.

o Ratones de la linea transgénica CircTulp4-KO y comparfieros de camada wild type,

generados en background C57BI/6N, para estudio comportamental.

Genotipado de los ratones CircTulp4-KO

Se obtuvo el ADN gendmico a partir de una biopsia de la oreja del ratén, tomada a la
edad de 3 a 4 semanas, por lisis alcalina del tejido. A las muestras de aproximadamente 1-2
mm de longitud, se le afiadieron 100 pyl de NaOH 50 mM y se calentaron a 95 °C durante 30
minutos hasta que el tejido se lisd. Después de este procedimiento, las muestras se incubaron
en hielo y se neutralizaron mediante el agregado de 30 pl de Tris-HCI 1 M (pH 7,5, conteniendo
EDTA 4 mM). Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta el momento en que se
utilizaron como molde para la realizacion de una PCR. Con el fin de conocer el genotipo de
cada animal, se utilizé 1 ul de la preparacion de ADN genémico en una reaccion de PCR de
25 pl, la cual contenia 2,5 ul de buffer PCR 10x (PB-L), 1,5 ul de MgCl: 25 mM (PB-L), 0,5 ul
de dNTPs (10 mM cada uno, ThermoFisher), 0,5 ul de cada primer (CircTulp4 Fw y CircTulp4
Rv) y 0,25 pl de Taq ADN polimerasa (5 unidades (U) / pl, PB-L). Se llevé a cabo un programa
estandar de PCR: 95 °C 5 minutos, 35 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 58 °C durante
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30 segundos, 72 °C durante 1 minuto, seguido de 72 °C durante 10 minutos y luego se
mantuvo a 8 °C. Los productos de PCR obtenidos fueron digeridos con la enzima de restriccion
Ddel (NEB). ElI fundamento de este procedimiento es que Unicamente en el caso que esté
presente la mutacion que elimina el sitio de backsplicing, se genera un sitio de restriccidon para
la enzima Ddel permitiendo, de esta forma, diferenciar los animales wild type y de los
transgénicos. Los productos de la digestion se mezclaron posteriormente con buffer de carga
Orange G 6X y fueron corridos por electroforesis en geles de agarosa 2%. Los geles fueron
preparados con buffer TAE 1X y Gel Red (Biotium) (1 pl / 50 ml solucioén) para posterior
visualizacién de las bandas al UV, y el buffer de corrida utilizado fue TAE 1X. Se presenta un
ejemplo del genotipado de animales wild type y transgénicos en la Figura 4B de Introduccion.

Para visualizar y fotografiar las bandas se utilizé el Gel Doc G:Box XT4 (SYNGENE).

Genotipado de los ratones Thyl-eGFP

El proceso de extracciéon de ADN gendmico hasta el momento de la preparacion de las
muestras para realizar la PCR, fueron similares a los pasos mencionados anteriormente para
el genotipado de los ratones CircTulp4. En este caso, con el fin de dilucidar el genotipo de
cada animal, se utilizé 1 yl de la preparacion de ADN gendmico en una reaccion de PCR de
25 ul, la cual contenia 2,5 ul de buffer PCR 10x (PB-L), 1,5 ul de MgCl. 25 mM (PB-L), 0,5 ul
de dNTPs (10 mM cada uno, ThermoFisher), 0,25 ul de cada primer (Thyl F1y EGFP R2) y
0,5 pl de Tag ADN polimerasa (5 unidades (U) / ul, PB-L). Se llevd a cabo un programa
estandar de PCR: 95 °C 5 minutos, 35 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 58 °C durante
30 segundos, 72 °C durante 1 minuto, seguido de 72 °C durante 10 minutos y luego se
mantuvo a 8 °C. Los productos de PCR obtenidos se mezclaron posteriormente con buffer de
carga Orange G 6X y fueron corridos por electroforesis en geles de agarosa 2%. Los geles
fueron preparados con buffer TAE 1X y Gel Red (Biotium) (1 pl / 50 ml solucion) para posterior
visualizacién de las bandas al UV, y el buffer de corrida utilizado fue TAE 1X. Para visualizar
y fotografiar las bandas, se utilizé el Gel Doc G:Box XT4 (SYNGENE).

Regenotipado

Con el fin de asegurarse que el genotipo de los ratones es el correcto, se tomé una
muestra de la cola y se repiti6 el protocolo llevado a cabo en la seccion anterior “Genotipado
de los ratones CircTulp4-KO” al finalizar la totalidad de los experimentos comportamentales.
Posteriormente se verificd que el genotipo determinado en el genotipado inicial coincida con

este Ultimo realizado.
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Cruza de los ratones de la linea transgénica CircTulp4 vy Thyl-eGFP

Se cruzaron los ratones de la linea transgénica CircTulp4-KO con la linea Thyl-eGFP
para marcar genéticamente y evidenciar la morfologia de una poblacion dispersa de neuronas
a través de la expresion de la proteina eGFP (Figura 5). Para conocer el genotipo de los

ratones que resultan de dicha cruza, se realizé el genotipado siguiendo los protocolos

mencionados anteriormente.

Figura 5. Setup experimental de los
ratones Thyl-eGFP x circTulp4. Se
observan imagenes, reveladas a
través de microscopia confocal,
pertenecientes a la cruza de lalinea de
ratones Thyl-eGFP y circTulp4-KO, la
cual expresa la proteina eGFP en un
subconjunto de neuronas incluyendo
neuronas piramidales del hipocampo,
células granulares del giro dentado, la
arborizacion  dendritica de las
neuronas piramidales, las dendritas y
Sus espinas.

3. Experimentos morfolégicos neuronales

Preparacion de los cortes de cerebro para analisis.

Los animales de 10 semanas de edad que resultaron ser portadores del gen thyl y
ademas knockout o wild type para circTulp4, fueron anestesiados con isoflurano (Piramal
Critical Care) y perfundidos transcardialmente con una bomba peristaltica durante 1 minuto
con PBS 1X, 5 minutos con 4% PFA (p/v) en PBS 1X, pH 7,4. Los cerebros fueron extraidos,
y se fijaron posteriormente durante 24 horas en 4% PFA (p/v) en PBS 1X. Los cerebros fueron
lavados con PBS 1X y posteriormente fueron integrados en una solucion tibia de 4% (p/v)
agarosa (Invitrogen) en PBS 1X con el fin de realizar cortes transversales en la zona del
hipocampo de 150 ym de espesor con un vibratomo (VT1000 S, Leica). Luego de su corte,
las secciones se almacenaron a -20°C en solucion de crioconservacion (20% (v/v) de glicerol,
30% (v/v) etilenglicol en PBS 1X) hasta el momento de llevarlo al microscopio confocal (Zeiss

LSM 710) y adquirir las imagenes mediante el escaneo laser con fotomultiplicadores.
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Adaquisicién y analisis de imagenes

En el presente trabajo se llevd a cabo el andlisis morfolégico de las neuronas
piramidales del CA1 del hipocampo, més especificamente la longitud dendritica total y su
complejidad, como asi también la densidad de espinas dendriticas y su morfologia. Para esto,
se tomaron las imagenes de los cortes de cerebro de ratones Thyl-eGFP x circTulp4-KO
utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 710. Dichas imagenes se procesaron en un
software llamado Neurolucida 360 (MBF Bioscience), cuya principal y valiosa herramienta es
la reconstruccibn en tres dimensiones de las neuronas, la cual permite obtener
reconstrucciones con precision del arbol dendritico como asi también de las espinas
dendriticas. A continuacién se describira con mayor detalle el procesamiento de cada

componente neuronal.

Arborizacién dendritica

Con el fin de estudiar la arborizacion dendritica de estas neuronas piramidales, se
obtuvieron las imagenes correspondientes mediante el uso de un microscopio confocal Zeiss
LSM 710. Como primer paso, se realizo un rastreo de las neuronas sobre los cortes de cerebro
con la finalidad de seleccionar neuronas que presenten una morfologia sana y niveles
adecuados de fluorescencia. Para tal fin, se utilizé el objetivo Plan-Apochromat 20x/0.8 M27
y con el mismo objetivo se fotografiaron las neuronas. Las imagenes tomadas en este analisis
fueron adquiridas usando z-steps de 0,500 um de forma tal que el espesor de la neurona esté
abarcado en el eje Z de la imagen.

Posteriormente, estas imagenes fueron importadas al Neurolucida 360 donde se
seleccionaron las neuronas que se encontraban completas, para luego realizar manualmente
la reconstruccion tridimensional del soma y la arborizaciéon. El volumen del soma, la
complejidad y longitud dendritica total fueron los pardmetros a estudiar de las neuronas. Esta
informacién se extrajo mediante la extension del software llamada Neurolucida 360 Explorer
(MBF Bioscience). Los datos de la complejidad del arbol dendritico se obtienen de una forma
indirecta mediante el andlisis de Sholl (Figura 6) el cual consiste en una serie de circulos
conceéntricos que parten desde el soma, con una distancia constante entre ellos, llamando a
esta medida “distancia del soma”. En base a esto, se obtiene el nimero de intersecciones
entre las dendritas y los circulos concéntricos. Este pardmetro refleja la complejidad del arbol
dendritico de la neurona, cuanto mayor nimero de intersecciones presente una neurona,

mayor sera la complejidad.
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Figura 6. Analisis de Sholl: estudio
cuantitativo de la complejidad del arbol
dendritico. Mediante el analisis de Sholl, es
posible obtener informacion de la complejidad de
la arborizacion dendritica de la neurona. Este
analisis esta compuesto por circulos concéntricos
que parten desde el centro del soma, con una
distancia constante entre cada circulo, en este
caso de 10 um. En este tipo de andlisis se obtiene
informacién de lo que se conoce como nimero de
intersecciones. Este parametro consiste en
cuantificar el nGmero de dendritas que cruzan
cada circulo conceéntrico, siendo la
representacion de la distancia al soma. Por lo
tanto, este estudio da la informaciéon de que
cuanto mayor es el nimero de intersecciones,
mayor complejidad presenta la arborizacion de la
neurona en estudio. Esta imagen representativa
pertenece a la reconstruccion tridimensional de
una neurona piramidal de un raton Thyl-eGFP
circTulp4-KO, obtenida a través de la extension
Neurolucida 360 Explorer del software
Neurolucida 360 (MBF Bioscience).

Espinas dendriticas

Para realizar el estudio de las espinas dendriticas de las neuronas piramidales se
tomaron imagenes utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 710. Primeramente, se
realizé una exploracion de las neuronas sobre los cortes de cerebro con el fin de seleccionar
neuronas que contaran con una morfologia sana, con altos niveles de fluorescencia y con las
dendritas suficientemente separadas unas de otras con el fin de poder fotografiarlas
individualmente. Esta exploracion se realizo utilizando un objetivo de inmersion en aceite Plan-
Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27 y con el mismo objetivo se fotografiaron las dendritas
individuales realizando ademas un zoom digital. Todas las imagenes correspondientes al
andlisis de las espinas dendriticas fueron adquiridas usando z-steps de 0,100 um de forma tal
gue todo el espesor de la dendrita se encuentre contenido en el Z de la imagen.

Para el analisis de las espinas dendriticas, las imagenes fueron individualmente
atravesadas por un proceso de deconvolucién, el cual consiste en un conjunto de métodos
que estan disefiados para mejorar la nitidez de las imagenes eliminando la difuminacién (del
inglés “blurring”) inducida por la apertura limitada del objetivo. Esto es especialmente
importante en el eje z, dado que, al tener menor resolucién, contiene un mayor grado de sefial
de fluorescencia por fuera del punto de foco. Este proceso se realiz6 mediante el software
ImageJ, con el plugin “lterative Deconvolve 3D”. Para lograr esto, como primer paso, se
gener6 una imagen de la funcion de dispersion de punto (PSF) teérica mediante otro plugin

llamado “Diffraction PSF 3D”. En dicho procesamiento se toman en cuenta las condiciones en
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que las fotos fueron tomadas (indice de refraccién del medio de inmersion, apertura numeérica
del objetivo, longitud de onda utilizada, tamafo de pixel, z-step y tamafio de la imagen). Una
vez obtenida la PSF, se realizo la deconvolucién de cada foto, con un nimero méaximo de 10
iteraciones. Una vez obtenidas las fotos deconvolucionadas, se las importé al software
Neurolucida 360, donde se realizd la reconstruccion tridimensional de las dendritas y sus
espinas. Este procedimiento fue realizado mediante una herramienta automatica del software
el cual detecta las protrusiones segun los siguientes parametros: outer range: 2,5 um;
minimum height: 0,3 um; detector sensitivity: 110%; minimum count: 10 voxels. En este caso,
los valores de dichos parametros fueron los correspondientes a neuronas piramidales del CA1
del hipocampo (Dickstein et al., 2016). La cuantificacion de la densidad y los aspectos
morfoldgicos de las espinas dendriticas se extrajeron mediante el Neurolucida 360 Explorer
(MBF Bioscience). Esta herramienta devuelve la longitud de las dendritas, el nUmero de
espinas presentes, su volumen (voxel y um?®) y la clasificacion morfolégica de las mismas
segun los pardmetros establecidos de forma automética correspondiente al tipo de neurona.
Esta informacion se extrajo en una planilla de Excel donde se calcul6 la densidad de las
espinas dendriticas, expresada como el nimero de espinas dendriticas sobre 10 um de
longitud de dendrita.

4. Experimentos comportamentales

Todos los experimentos comportamentales fueron llevados a cabo en ratones adultos
macho de entre 10 y 20 semanas de edad que fueron habituados a las condiciones del cuarto
de evaluacién. En funcién de minimizar posibles efectos de arrastre de las diferentes pruebas
comportamentales, la secuencia de los mismos fue dispuesta del menos al mas estresante.
En la German Mouse Clinic (GMC, Mdudnich, Alemania) se realiz6 una serie de pruebas
neuroldgicas y nociceptivas en un batch de ratones machos y hembras de la linea circTulp4-
KO. En estos experimentos se observd que los ratones hembras knockout para circTulp4
presentaban un mayor peso corporal que el grupo wild type. Debido a esto, para este trabajo
se decidié realizar los experimentos comportamentales en animales macho ya que la
diferencia en el peso corporal de las hembras podria influenciar la locomocion y exploracion.
Si esto sucediera, impediria discernir si dichas diferencias corresponden a la falta del circTulp4

0 a sus diferencias corporales.
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Open Field en baja luminosidad

Los ratones de 10 semanas de edad fueron dispuestos en cajas sin tapa de 50 x 50 x
50 cm, durante 20 minutos, con un rango de iluminacion de 13-15 Ix. Se grabd mediante
camaras web (Logitech BRIO) conectadas a notebooks y se cuantific6 mediante el software
ezTrack (Pennington et al., 2019) la distancia total recorrida, distancia recorrida en fragmentos
de 5 minutos y el tiempo que los ratones estuvieron en el area central de 25 x 25 cm.

En esta prueba se permite al animal explorar el ambiente, y de este modo caracterizar
la actividad locomotora en un ambiente novedoso. Ademas, se cuantificara el tiempo que pasa
el ratdn en el centro de la arena experimental. Este parametro se tuvo en cuenta debido a que
los ratones naturalmente presentan una tendencia a permanecer en el area periférica
(tigmotaxis), en donde el animal se encuentra menos expuesto (Simon et al., 1994). Por lo
tanto, se espera que en el area central los ratones menos ansiosos pasen mas tiempo. El

experimento se llevo a cabo en horario diurno, en la fase de menor actividad de los ratones.

Dark-light Box

Este experimento comportamental fue llevado a cabo bajo dos condiciones: basal y
post-estrés. En condiciones basales, los ratones de 17 semanas de edad se colocaron durante
5 minutos (Mozhui et al., 2010) en el compartimento oscuro de una caja dividida por su
luminosidad. Este dispositivo consistia de una caja con un compartimiento grande iluminado
(dos tercios; 33,5 x 50 x 50 cm) con un rango de iluminacién de 800-1000 Ix y sin tapa, y un
compartimiento pequefio y oscuro (un tercio; 16,5 x 50 x 50 cm) con tapa. Estos espacios se
encontraban separados por una pared plastica con un espacio que conecta ambos lados, de
un tamafo suficiente para la entrada y salida del animal, sin que altere la oscuridad. El
compartimiento iluminado, ademas de contar con lamparas de cirugia y una camara de video
(Logitech BRIO), estaba caracterizado por tener paredes y suelo blanco, mientras que en el
oscuro, estos componentes eran de color negro. Mediante las filmaciones y el programa
informatico Solomon Coder, se adquirié6 de forma manual los datos de la latencia, el nUmero
de transiciones y el tiempo que el animal estuvo en la zona iluminada. Se define a la latencia
como el tiempo que tarda el ratén en ingresar al compartimiento iluminado por primera vez,
mientras que el numero de transiciones representa la cantidad de veces que el raton se
desplaza de un compartimiento al otro. El fin de esta prueba comportamental es evaluar el
comportamiento relacionado a la ansiedad de los ratones, los cuales tipicamente tienen
preferencia por los ambientes oscuros, como asi también estimar la actividad locomotora
mediante el nUmero de transiciones. El test fue realizado en horario nocturno, con los animales

en un ciclo normal de luz/oscuridad.
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Tres semanas después de llevar a cabo este experimento a los ratones de 20 semanas
de edad con el objetivo de analizar si la exposicion a un estrés agudo modifica la respuesta
posterior (Neufeld-Cohen et al., 2010), se les aplicé un protocolo de estrés por restriccion de
movimiento. Este estrés agudo consistio en la inmovilizacion de los ratones durante 30
minutos colocandolos dentro de un tubo de polipropileno de 50 ml de volumen con orificios
para la entrada de aire, en un contexto de oscuridad. Luego de 24 horas, los ratones realizaron

el ensayo de Dark-light box descripto previamente.

Marble Burying

En la prueba de entierro de canicas, los ratones de 12 semanas de edad fueron
colocados en el mismo tipo de jaulas (18.4 x 29.2 x 12.7 cm) donde se encuentran
habitualmente una vez que se los saca del bioterio. Estas jaulas estaban armadas de tal forma
gue la viruta, compactada manualmente, alcance 5 cm de profundidad. Se colocaron de forma
equidistante 18 canicas de vidrio de 1 cm de diametro y una tapa plastica con orificios para la
entrada de aire. Los ratones fueron colocados 30 minutos en estas jaulas, dentro del armario
en el que se encuentran regularmente. El parametro a cuantificar en este experimento fue el
namero de canicas enterradas (que la canica se encuentre al menos dos tercios cubierta por
viruta) (Deacon et al., 2006). El objetivo de este experimento es analizar el comportamiento
de tipo ansioso del animal. Naturalmente, los ratones tienden a enterrar objetos que
consideran nocivos, y que le generan ansiedad (Deacon et al., 2006). El test fue realizado en

horario diurno.

Prueba de Preferencia por la sacarosa

La edad de los ratones a lo largo de la prueba fue de entre 12 y 13 semanas y la
duracion del experimento fue de 10 dias. A partir del momento en que se saco del bioterio a
los ratones, estos fueron dispuestos en jaulas con alimento ad libitum y dos botellas con agua.
La razén por la cual los ratones disponian de estas dos botellas fue para permitir que se
habitien a la presencia y disponibilidad de agua en ambas, y que a la hora de realizar este
experimento se reduzcan los sesgos de eleccion. En el dia O del experimento se colocé en
cada jaula una botella con agua corriente y otra con una solucién de sacarosa 1% m/V. A la
mitad de los ratones se les colocé la botella con solucion de sacarosa del lado izquierdo, y a
la otra mitad del lado derecho, de forma azarosa. Cada botella tenia una marca de color por
encima para poder distinguirlas entre si. Esta disposicion fue llevada a cabo para descartar

una preferencia por ubicacion, que podria enmascarar a la de la solucion. Se pesaron las
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botellas durante 10 dias consecutivos, incluyendo una renovacién de las soluciones en el dia
4, momento en el que ademas se procedié con el cambio semanal de jaulas. El peso del agua
ingerida por los animales se determina por la diferencia de peso de las botellas entre un dia 'y
su consecutivo. La preferencia por la sacarosa se midi6 a través de un indice que se calcula

de la siguiente manera:

L ) solucién de sacarosa ingerida (ml)
%indice de preferencia: — - - - - X 100%
solucion de sacarosa ingerida (ml) + agua ingerida (ml)

En este tipo de experimento se busca analizar el endofenotipo depresivo mediante la
anhedonia (Deussing et al., 2006), la cual se define como la incapacidad de experimentar
placer (Liu et al., 2018; Klein, 1974; Papp et al., 1991). En este caso, el estimulo placentero
es la sacarosa (Papp et al., 1991; Forbes et al., 1996; Willner & Healy, 1994; Willner et al.,
1987). Ala semana de concluido el experimento, se pes6 atodos los animales en una balanza,

a pesar de que el indice de preferencia es independiente del peso (Liu et al., 2018).

Prueba de Reconocimiento de objeto novedoso

Los ratones de 19 semanas de edad se sometieron a 3 dias consecutivos de
habituacion a la manipulacién y a la arena experimental (dimensiones: 27 x 37 x 15 cm), lo
qgue implicé colocar a cada animal dentro de la arena experimental sin presentacion de los
objetos 5 minutos por dia. Tanto la habituacibn como el entrenamiento y la evaluacion se
realizaron en un cuarto libre de ruido ambiental y con baja iluminacién correspondiente a las
condiciones del Open Field en baja luminosidad. El dia 4 se realiz6 la sesion de entrenamiento
y evaluacion de memoria de corto término. Para el entrenamiento, cada animal se colocé
dentro de la arena experimental durante 3 minutos con dos objetos idénticos. Los objetos
utilizados fueron dados o imanes plateados con forma de pedn de ajedrez. Debido a que las
jaulas con los animales compartieron el armario durante el tiempo que duraron los
experimentos comportamentales, los objetos se lavaron con agua corriente entre su
disposicién a los animales para que no haya pistas olfativas en los mismos. La retencion de
la memoria de corto término se probd a 3 horas del entrenamiento. Durante la sesion de
evaluacion, los animales se colocaron dentro de la arena experimental y se les permitid
explorar los dos objetos diferentes entre si (un dado y un iman) durante 3 minutos. Uno de los
objetos era idéntico a los explorados durante la sesion de entrenamiento (objeto familiar) y el
otro era un objeto novedoso. Los objetos se expusieron en los mismos lugares de la arena

gue en la sesiéon de entrenamiento. La ubicaciéon del objeto novedoso se intercambio entre la
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izquierda y la derecha para los diferentes animales del mismo grupo experimental para evitar
la preferencia de lugar durante la sesion de evaluacién. En el dia 5 del experimento, se realizo
el entrenamiento para posteriormente evaluar la retencion de la memoria de largo término. En
este caso, el entrenamiento consistid6 de 5 minutos de exploracion y los objetos utilizados
fueron un tornillo y un iman circular blanco y violeta. Estos objetos diferian notablemente de
los dispuestos en la prueba anterior. La retencion de la memoria de largo término fue evaluada
en el dia 6, es decir, 24 horas después del entrenamiento. Cada sesién de evaluaciéon tuvo
una duracién de 5 minutos y los procedimientos experimentales fueron los mismos que se
realizaron en la evaluacion de la memoria de corto término. Las sesiones de entrenamiento y
evaluacién se filmaron con una camara web (Logitech BRIO) y el comportamiento de
exploracion se evalu6 manualmente a través del software Solomon Coder. Durante la
evaluacién, se determiné el tiempo total de exploracién para cada objeto y el tiempo relativo
de la exploracién del nuevo objeto se calcul6 mediante un indice de discriminacién (%ID)

calculado de la siguiente manera:

t novedoso — t familiar
%ID = —— X 100%
t novedoso + t familiar

Siendo “t novedoso” el tiempo que el raton exploré el objeto novedoso y “t familiar” el tiempo
que explor6 el objeto conocido.

Se calcul6 el valor medio del %Dl para los diferentes grupos de animales. El tiempo
total de exploracién para cada grupo fue comparado con el fin de verificar que no hubiera
diferencias entre los grupos en este parametro. Los animales que muestran tiempos de
exploracion bajos se excluyeron de los experimentos. Otro analisis a tener en cuenta es la
verificaciéon de que cada grupo de ratones entrenado con un objeto u otro no presenten
diferencias significativas en el tiempo de exploraciéon de los mismos durante el entrenamiento,
porque de tener preferencia por algun objeto, los resultados del test podrian estar sesgados
por esta diferencia.

La prueba de reconocimiento del objeto novedoso esta basado en la tendencia natural
de los roedores a explorar mas tiempo un estimulo novedoso que uno familiar, en este caso
el estimulo es un objeto (Ennaceur & Delacour, 1988; Van Gaalen & Steckler, 2000). Este
experimento pone a prueba la memoria de corto término (3 horas post-entrenamiento) y de

largo término (24 hs post-entrenamiento) (Antunes & Biala, 2011).
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5. Estadistica

Los analisis estadisticos fueron realizados usando el software GraphPad Prism 8. Para el
analisis de los resultados, segun corresponda para cada experimento, se utilizaron los
estadisticos prueba t de Student, la Prueba U de Mann-Whitney, Nested t test y ANOVA de 2
vias con medidas repetidas (modelo de Efectos Mixtos), seguido segun corresponda por el

test de comparaciones multiples Sidak.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion morfolégica neuronal

Los ratones circTulp4-KO no difieren de los wild type en su anatomia cerebral
macroscopica. Sin embargo, los resultados previos del laboratorio demuestran que los ratones
KO para circTulp4 presentan alteraciones en la neurotransmision excitatoria. Estas
alteraciones se evidenciaron durante la caracterizacion electrofisiologica mediante una
disminucion del balance excitacion/inhibicién y, a nivel sindptico, en una disminucién en la
frecuencia las corrientes miniatura excitatorias (MEPSPs) (Figura Al). Considerando estos
resultados, se decidié explorar el componente post-sinaptico de las neuronas piramidales de
la region CAL del hipocampo, ademas de profundizar la caracterizacion fenotipica neuronal
de los ratones circTulp4-KO.

En este estudio se llevéd a cabo un analisis exhaustivo de las espinas y de la
arborizacion dendritica. Para tal fin se utilizaron ratones genéticamente modificados Thy1-
eGFP, que expresan GFP en un subconjunto disperso de neuronas, incluyendo las neuronas
piramidales de la regién CA1 del hipocampo, las células granulares del giro dentado como asi
también las neuronas piramidales de la corteza (Feng et al., 2000). La expresion de eGFP se
encuentra bajo el control de elementos especificos neuronales provenientes del gen thyl. El
promotor de este gen contiene las secuencias necesarias para su expresion en un subgrupo
de neuronas pero carece de las secuencias requeridas para expresarse en células no
neuronales. Estos ratones transgénicos fueron cruzados con la linea circTulp4-KO,
obteniendo de este modo ratones que expresen la proteina fluorescente y sean knockout o
wild type para circTulp4. Para poder estudiar la morfologia neuronal, se realizaron cortes
coronales de cerebro y se capturaron las imagenes mediante un microscopio confocal. Dichas
imagenes se procesaron en el software Neurolucida 360 (MBF Bioscience) que permitio la
reconstruccion tridimensional de las neuronas. Tomando como base esas reconstrucciones,
posteriormente se cuantificaron pardmetros caracteristicos de la arborizacién dendritica como
asi también de las espinas.

En particular, se realizd una reconstruccion de neuronas piramidales de la region CA1
del hipocampo en ambos genotipos (Figura 7A). La complejidad de la arborizacion dendritica,
estimada como el nimero de intersecciones de las dendritas en funcion de la distancia desde
el soma, no mostré diferencias entre los grupos (Figura 7B, izquierda). Del mismo modo, la
longitud dendritica total result6 semejante entre genotipos (Figura 7B, derecha).
Adicionalmente, se cuantific6 el volumen del soma con el fin de establecer una correlacién

entre este pardmetro y las potenciales variaciones observadas en la complejidad de la
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arborizacion y la longitud dendritica total. Los resultados observados en esta cuantificacion
indicaron que el volumen del soma de los ratones circTulp4 knockout y wild type son
semejantes (Figura 7C). De forma conjunta, estos resultados permiten concluir que los ratones
circTulp4-KO no presentan alteraciones en la complejidad del &rbol dendritico, como asi
tampoco en la longitud total del mismo.
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Figura 7. Arbol dendritico en ratones circTulp4-KO permanece sin modificaciones tanto en su complejidad
como en la longitud dendritica. (A) Stack de imagenes obtenidas por microscopia confocal (izquierda) y
reconstrucciones tridimensionales representativas (derecha) de neuronas piramidales de la regién CA1l del
hipocampo de ratones wild type (+/+) y circTulp4-KO (KO/KO). (B) Analisis de Sholl (izquierda) de las
reconstrucciones neuronales en el cual se observa que la complejidad dendritica, medida mediante el niumero de
intersecciones, es semejante en ambos grupos (media + SEM, ANOVA de dos vias con medidas repetidas,
p=0,6744). La longitud dendritica total (derecha) no presento diferencias significativas entre las medias de los
grupos. Los puntos del grafico representan la longitud dendritica total por cada neurona y la barra horizontal
corresponde a la media (prueba de t con la correccion de Welch, p=0,6254). (C) El volumen del soma presentd
una variabilidad semejante en ambos grupos. Cada punto representa el valor individual de una neurona, mientras
gue la barra horizontal el valor de la media (prueba de t con la correccién de Welch, p=0,5333) (+/+: n= 31 neuronas,
5 individuos; KO/KO: n= 27 neuronas, 6 individuos).

Posteriormente, se procedié a analizar la morfologia de las espinas dendriticas

mediante una reconstruccion tridimensional (Figura 8A). Para tal fin, se cuantificé la densidad
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de espinas expresada como nuamero de espinas por cada 10 uym. Los ratones circTulp4-KO
presentaron un incremento en la densidad de espinas con respecto al grupo wild type (Figura
8B). Este aumento fue del 17% (IC = 30% - 3%) con una diferencia entre las medias de 3,60
espinas/10 um. En la Figura 8B derecha, se presenta una visualizacion global de todos los
datos agrupados por genotipo.

El siguiente pardmetro a analizar de las neuronas fue la morfologia de las espinas
dendriticas, mas especificamente su volumen. En los ratones knockout se observé un
aumento del 13% (IC = 22% - 4%) del volumen en comparacion con los animales wild type
(Figura 8C), con una diferencia entre las medias de 0,010 ym3. En la Figura 8C derecha, se
presenta una visualizacion global de todos los datos del volumen de espinas agrupados por
genotipo. Con el fin de observar si esta diferencia de volumen que presentan ambos genotipos
se concentra en algin rango en particular, se expresaron los datos mediante un histograma
de frecuencia relativa calculado en porcentaje (Figura 8D). Dicha diferencia puede observarse

a lo largo del rango de volumen de las espinas.
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Figura 8. Efectos de la ausencia de circTulp4 en la densidad y morfologia de las espinas dendriticas. (A)
Imagenes representativas de la reconstruccion tridimensional de dendritas y sus espinas para cada genotipo
(izquierda animales wild type; derecha knockout). (B) Al analizar la densidad dendritica por individuo (izquierda),
se observaron diferencias significativas dentro de cada genotipo (Nested t test, prueba Chi-cuadrado, p=0,0014).
Aun asi existe diferencia entre genotipos marcado por un aumento del 17% (IC= 30 — 3%) de la densidad de
espinas en los ratones knockout respecto de los wildtype (Nested t test, p=0,0221). Al comparar la media global
entre genotipos (derecha), se observé que en los ratones circTulp4-KO la densidad de espinas dendriticas presenta
un aumento significativo (prueba de t con la correcciéon de Welch, *p<0,0001; n=99 dendritas en ratones wild type;
n=98 dendritas en ratones knockout. 6 animales analizados por genotipo). (C) Comparacion del volumen de las
espinas dendriticas entre individuos (izquierda) donde se observan diferencias significativas entre ellos (Nested t
test, prueba Chi cuadrado, p<0,0001). Al analizarlo entre genotipos, los animales knockout presentaron un aumento
del 13% (IC= 22 — 4%) del volumen de las espinas con respecto a la media de los wild type. (Nested t test,
p=0,0099). Al realizar una comparacioén global de la mediana (+ RIQ) entre grupos (derecha), se observé que los
ratones circTulp4-KO presentan un incremento en el volumen de las espinas dendriticas (Prueba U Mann Whitney,
p<0,0001) La distribucion de los datos esta representada por medio de violin plots. (D) Histograma de la frecuencia
relativa expresada en porcentaje por volumen de espinas. La diferencia entre los genotipos se observo a lo largo
del rango de volumen de las espinas (+/+: n=6772 espinas; KO/KO: n=8460 espinas; 6 animales analizados por
genotipo).

2. Caracterizacion comportamental

Previamente esta linea de ratones circTulp4-KO fue analizada en parametros
neurolégicos tales como la fuerza muscular, sensibilidad auditiva, nocicepcién, coordinacion
motora y equilibrio. Dichas caracteristicas no se vieron alteradas en los ratones, lo cual
permite realizar una exploracién de distintas dimensiones del comportamiento. Con
anterioridad en el laboratorio, se realiz6 una bateria de pruebas comportamentales que
incluyen al laberinto en forma de Y (Y-maze), Open Field en condiciones de alta luminosidad,
laberinto elevado en forma de cruz y al Acoustic-startle response. En estos ensayos se
observaron alteraciones en los ratones circTulp4-KO en la memoria de corto término, la
locomocién y en el comportamiento asociado a la ansiedad respectivamente. En este marco,
uno de los objetivos del presente trabajo es extender la caracterizacion comportamental
especificamente guiados por estos resultados previos, y asi explorar mas extensamente los
aspectos de la conducta asociados a la cognicion y al aprendizaje, y otros asociados a

comportamientos de tipo ansioso y depresion.

Comportamientos relacionados a la ansiedad y depresion

En el resultado previo del Open Field en condiciones iluminadas (150-200 Ix) se
observé un aumento en la actividad locomotora por parte de los ratones knockout (KO/KO),
reflejada a través de la distancia total recorrida (Figura 9A, izquierda). Para determinar si este
aumento esta inducido por las condiciones de luminosidad, se decidi6 realizar una prueba de
Open Field en condiciones de luminosidad baja (13-15 Ix). En este caso, no se observo un
aumento de la actividad locomotora en los animales knockout (Figura 9B). Una de las

intepretaciones es que este fenotipo podria estar reflejando un comportamiento asociado a un
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estimulo ansiogénico, que aqui esté representado por el estimulo luminico elevado. Al analizar
los primeros 5 minutos de exploracion, en las condiciones de alta luminosidad se observo un
incremento en la distancia recorrida por parte de los ratones circTulp4-KO (datos no
mostrados), no asi en condiciones de baja iluminacién (Figura 9B, derecha). El tiempo que el
animal permanece en el centro de la arena experimental tanto en condiciones de alta (Figura
9A, derecha) como de baja luminosidad (Figura 9C), no presenta diferencias significativas
entre los animales wild type (+/+) y knockout (KO/KO). Este pardmetro evalla el
comportamiento de tipo ansioso del animal, por su tendencia natural de desplazarse cerca de
los bordes. Ademas del valor comportamental per se que esta prueba aporta, también
contribuye a que los préximos experimentos realizados bajo estas condiciones luminicas no
estén sesgados por una posible hiperlocomocién de los animales, perjudicando parametros

fundamentales de cada prueba.
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Figura 9. Los animales circTulp4-KO exhibieron un actividad locomotora similar a los wild type en una
prueba de Open Field con baja luminosidad. (A) Open Field con alta luminosidad. Experimento llevado a cabo
con anterioridad en el laboratorio, donde se observd que los animales KO exhibian una elevada actividad
locomotora expresada mediante la medicién de la distancia total recorrida dentro de la arena experimental (prueba
t de Student, *p=0,004). No obstante, no se observaron diferencias significativas entre los grupos de ratones en el
tiempo de permanencia en el centro ansiogénico. (B) Open Field con baja luminosidad (13-15 Ix). Bajo estas
condiciones, la distancia total recorrida en la arena experimental (izquierda) no muestra diferencias significativas
entre los wild type (+/+) y knockout (KO/KO). Si se divide la distancia recorrida en fragmentos de 5 minutos
(derecha) se observan respuestas semejantes entre ambos grupos de ratones. Estos parametros denotan que en
dichas condiciones, los animales tienen una actividad locomotora normal. (C) El tiempo de permanencia en el
centro ansiogénico entre los wild type y los knockout no presenté diferencias significativas. En todos los casos
excepto en (B derecha), los puntos de los graficos representan los valores individuales de cada raton, mientras
gue cada barra representa la media. Se realiz6 la prueba de t de Student. En el grafico (B derecha), cada punto
representa la media + s.e.m obtenida por fragmento y se realiz6 ANOVA de 2 vias con medidas repetidas. (+/+:
n=12; KO/KO: n=12).

46



Teniendo como antecedente los resultados obtenidos en el laberinto elevado en forma
de cruz, en la prueba de Acoustic-startle response y la respuesta aumentada en la locomocién
en el Open Field con alta luminosidad (estimulo estresante), se llevaron a cabo dos ensayos
que evaltan el comportamiento asociado a la ansiedad: la prueba de Dark-light box y Marble
Burying.

Inicialmente se realizé la prueba de Dark-light box en condiciones basales, el cual
consiste en colocar al animal en el compartimento oscuro y dejarlo que explore durante los 5
minutos que dura la prueba. Se analizaron tres parametros comportamentales: la latencia, el
tiempo que permanece el animal en el compartimento iluminado y el nUmero de transiciones.
La latencia es el tiempo que tarda el ratbn en pasar por primera vez al compartimento
iluminado y tipicamente refleja un comportamiento asociado a la ansiedad, basado en la
preferencia de los ratones por la oscuridad. En este parAmetro los ratones wild type (+/+) y
knockout (KO/KO) no presentaron diferencias significativas (Figura 10A izquierda). El segundo
parametro estudiado corresponde al tiempo que los ratones pasan en el compartimento
iluminado, que debido a la alta luminosidad es un contexto aversivo para los ratones. Este
resultado fue semejante entre los dos genotipos (Figura 10A derecha). Por ultimo, se analizo
el nimero de transiciones entre compartimentos, el cual refleja la actividad locomotora del
animal. Los ratones knockout manifestaron un mayor numero de transiciones entre
compartimentos, lo que manifiesta un comportamiento de tipo ansioso incrementado (Figura
10B). Este ultimo resultado puede asociarse con el aumento de la actividad locomotora
observada en condiciones de alta luminosidad.

Algunos fenotipos no se manifiestan en condiciones basales, sino como repuestas
diferenciales ante condiciones ambientales o tratamientos especificos. Teniendo en cuenta
esto, y considerando la mayor sensibilidad de los ratones KO ante un estimulo estresante (alta
luminosidad), se hipotetizd que podrian tener una respuesta diferencial a un estrés agudo.
Debido a esto, se decidi6 realizar un protocolo de estrés agudo por restricciéon de movimiento
previo a una segunda prueba de Dark-light box (condicidbn post-estrés). Este protocolo
consistio en someter a los ratones a una restriccion de movimiento durante 30 minutos en
oscuridad, 24 horas antes de realizar nuevamente la prueba. Los resultados en la latencia
mostraron que los genotipos no presentaron diferencias entre si al igual que en la prueba
basal, aunque si se observa un efecto del estrés consistente en ambos genotipos (Figura
10A). El tiempo en el compartimento iluminado fue semejante tanto entre genotipos como
entre condiciones. Por otro lado, el nUmero de transiciones no se vio modificada entre los dos
grupos de ratones en la condicion post-estrés (Figura 10B). Lo interesante de este analisis es
que si se compara el grupo wild type en condicidn basal y post protocolo de estrés, se observa
que bajo esta ultima condicion los animales wild type aumentaron el nUmero de transiciones,

diferenciandose de su version basal, y siendo semejantes a lo observado con los knockout en
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condiciones basales. Este resultado refuerza la interpretacion de que un aumento de la
actividad locomotora es el reflejo de una respuesta a un estimulo estresante. Los resultados
también sugieren que hay un efecto techo en el numero de transiciones que los animales
pueden ejercer, y que los knockout lo alcanzaron sin necesidad de ser sometidos a dichas
condiciones de estrés. Los animales wild type al encontrarse bajo cierto nivel de estrés por el
protocolo estresante, se comportan como los animales knockout en condicién basal. Estos
ultimos ya se encontraban respondiendo al estrés en la prueba basal debido a otros estimulos
potencialmente estresantes que no lo eran para los wild type. Al realizar una interpretacion en
conjunto de los resultados obtenidos, se observa que el estrés puede tener como
consecuencia un aumento en las transiciones, reflejando un aumento en la actividad
locomotora.

Adicionalmente, evaluamos a los animales mediante la prueba de Marble burying
(Figura 10C), en el cual se basa en que los animales con mayor nivel de ansiedad entierran
los objetos desconocidos. Los ratones circTulp4-KO y wild type enterraron un namero similar
de canicas. En este caso, no se observd un comportamiento asociado a ansiedad

incrementado en los ratones knockout.
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Figura 10. Los ratones circTulp4-KO presentan un aumento en el namero de transiciones entre
compartimentos, comportamiento asociado a la ansiedad. (A) No se observd alterada la latencia entre los
grupos dentro de la condicion basal y posterior a protocolo de estrés agudo (post-estrés). No obstante, el efecto
del protocolo estresante disminuyo la latencia de los ratones wild type y knockout por igual (izquierda) (ANOVA de
2 vias, p<0,0001). El porcentaje de tiempo que los animales permanecieron en el compartimento iluminado es
semejante entre los genotipos y condiciones (derecha). (B) Se observd un aumento en el nimero de transiciones
entre compartimentos en condicion basal por parte de los ratones circTulp4-KO, no asi luego del protocolo de
estrés agudo. Sin embargo, los animales wild type muestran una diferencia significativa al desempefio observado
en condiciones basales. En cada grafico, los puntos representan el valor de cada individuo y las barras, la media.
Se realizé la prueba de U Mann-Whitney, *p<0,05. Se realiz6 ANOVA de 2 vias, con el post-test de comparaciones
multiples de Sidak, #p<0,05, # diferencias significativas del efecto del protocolo por estrés (+/+: n= 11, KO/KO:
n=9). (C) El nimero de canicas enterradas por cada grupo de animales es semejante en la prueba de Marble
burying. Cada punto en el gréafico representa el valor individual de cada ratén, mientras que la barra representa la
media. Se realizé la prueba t de Student, p=0,2147. (+/+: n=12; KO/KO: n=12).

Para explorar el comportamiento relacionado a la depresion en los ratones, se evaluo

el endofenotipo de anhedonia, que esta definida como la incapacidad de experimentar placer
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(Liu et al., 2018; Klein, 1974; Papp et al., 1991), se llevé a cabo una evaluacién de la misma
por medio de la prueba de preferencia por la sacarosa, que en este caso es el estimulo
placentero. La forma de administrarla en esta prueba fue con el uso de una solucion de
sacarosa al 1%, y se midi6 mediante el indice de preferencia. Se observdé una marcada
tendencia en aumento de la preferencia por la sacarosa por parte de los ratones circTulp4-
KO, evidenciada con mayor solidez en los ultimos cuatro dias del experimento (Figura 11A).
Cabe destacar que en el dia cinco se observa un decrecimiento en el indice de ambos grupos
de ratones y que corresponde a la renovacién de las soluciones y botellas realizada el dia
anterior, a la que los animales tuvieron que habituarse nuevamente. Teniendo presente esta
tendencia observada en la Figura 11A, se realiz6 un andlisis comparativo del indice de
preferencia total de cada genotipo, pareando los datos de cada dia (Figura 11B). En esta
comparacion, se observa que los ratones knockout presentan una mayor preferencia por la
solucion azucarada que los wild type, sobre todo en los dltimos cuatro dias, tal como se
observa en el grafico anterior. A pesar de que el indice de preferencia se independiza del peso
de los animales (Liu et al., 2018) y de la ingesta total de cada ratén, se pesaron los animales
y no se observaron diferencias significativas entre los grupos (datos no mostrados), como asi
tampoco hubo diferencias en la ingesta total de liquido (Figura 11C). Notablemente, los
resultados de esta prueba muestran que los ratones knockout no presentan caracteristicas de
la anhedonia, endofenotipo depresivo, sino que sugieren una alteracién en el comportamiento
asociado a la recompensa, observado por esta tendencia incremental de preferencia por la

sacarosa.
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Figura 11. Alteracion en el comportamiento relacionado a la recompensa en los ratones circTulp4-KO. (A)

P T . solucion de sacarosa ingerida (ml)
Se cuantificé el indice de preferencia por la sacarosa ( — . - - - X 100%) a lo
solucion de sacarosa ingerida (ml)+ agua ingerida (ml)
largo de diez dias. En este tipo de analisis, se observa que la preferencia por la sacarosa no difiere
significativamente entre ambos grupos de ratones. Sin embargo, a partir del dia 7 se observa una tendencia de
mayor preferencia por parte de los ratones KO. Cada punto representa la media + SEM del indice de cada genotipo
por dia. Se realiz6 un ANOVA de dos vias con medidas repetidas. (B) indice de preferencia por la sacarosa a lo
largo de diez dias. Los ratones circTulp4-KO muestran una preferencia por la sacarosa total. Cada punto
representa la media del indice de preferencia por dia en la linea de tiempo del experimento (escala de colores del
mas claro al mas oscuro conforme avanzan los dias, ej: punto mas claro dia 1, punto més oscuro dia 10). Se realiz6
la prueba de t pareada, **p=0,0071. (C) Cantidad total de liquido ingerido (solucién de sacarosa + agua) por los
ratones a lo largo de los 10 dias del experimento. La ingesta total de liquido de cada animal no presenta diferencias
entre los wild type y KO. Cada punto representa el volumen de liquido total ingerido de un individuo. Se realiz6 la
prueba de t de Student. (+/+: n=12; KO/KO: n=12).
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Memoria de corto y largo término

Al tener como antecedente los resultados previos del laberinto en forma de Y (Y-maze)
en el cual se observaron alteraciones en la memoria de corto término en los ratones circTulp4-
KO, se decidi6 evaluar este mismo aspecto cognitivo mediante la prueba de Reconocimiento
del Objeto Novedoso (NOR, por sus siglas en inglés) a corto y largo término. Este ensayo
consiste en que el ratén en una primera fase de entrenamiento explore dos objetos iguales
entre si, y que al momento de poner a prueba la memoria en la fase de evaluacion uno de
estos objetos es cambiado por uno desconocido para el animal (Figura 12A). Si el animal
recuerda el primer objeto, pasara mas tiempo explorando el novedoso y si no lo recuerda,
explorara los dos objetos por igual ya que ambos serian considerados como novedosos. Esta
prueba se realiz6 a corto término, donde entre el entrenamiento y la evaluacion transcurrieron
3 horas, mientras que en el de largo término el tiempo fue de 24 horas. La forma de medir la
memoria fue a través del indice de discriminacién que se calcula como la diferencia de tiempo
gque el animal explora el objeto novedoso y el familiar sobre el tiempo total. En el caso del
experimento de corto término, se observa que el indice de discriminacion entre el grupo wild
type y knockout es semejante (Figura 12B). Con lo cual se puede concluir que los ratones
circTulp4-KO no manifestaron alteraciones en la memoria de corto término.

Por otra parte, al momento de analizar los datos obtenidos en la prueba a 24 horas, se
observé que en la fase de entrenamiento habia una marcada preferencia de los ratones por
uno de los objetos en particular. Este suceso impide que sea confiable el indice de
discriminacién mediante el cual se evalla esta memoria, ya que de por si uno de los objetos
fue explorado diferencialmente por los ratones. Debido a esto, a los resultados obtenidos en
la prueba de largo término se los excluyé del andlisis ya que se encontraban sesgados por

esta marcada preferencia por uno de los objetos.
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Figura 12. La memoria de corto término permanecio inalterada en los ratones circTulp4-KO. (A) Protocolo
correspondiente a la prueba de NOR evaluado a corto término. Del dia 1 al 3, se llevo a cabo la habituacion al
contexto y a la manipulacién del experimentador. El entrenamiento (TR) a los objetos y la evaluacién (TS) a las 3
horas posteriores, se implementaron en el dia 4. (B) Los ratones circTulp4-KO presentaron un indice de

discriminacion (Liozedoso-t familiar 404y semejante a los wild type. En el gréfico, cada punto representa el valor
t novedoso+t familiar
individual, y las barras corresponden a la mediana. Se realizé la prueba de U Mann-Whitney. (+/+: n=8; KO/KO:

n=9).
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DISCUSION

El principal objetivo de este trabajo es caracterizar los efectos de la pérdida de funcion
de circTulp4 en un modelo in vivo. Debido al déficit en la neurotransmisién excitatoria
observada en el hipocampo de ratones circTulp4-KO, la hipotesis que guid el disefio
experimental se basd en que este fendmeno podria estar asociado a una variacion en la
densidad de las espinas dendriticas como asi también a alteraciones morfologicas del arbol
dendritico de las neuronas piramidales. Como consecuencia de esto, también esperdbamos

gue las alteraciones en la neurotransmision tuvieran un correlato a nivel del comportamiento.
Sobre la caracterizacién morfoldgica:

Con el fin de explorar qué efectos trae en la neurotransmision la pérdida de funcién de
este ARN circular, previamente en el laboratorio se realizaron experimentos electrofisiolégicos
con distintos abordajes experimentales. En los ratones circTulp4-KO los resultados han
demostrado que estos presentan un déficit en la neurotransmision excitatoria, reflejada en la
disminucion del balance excitacion/inhibicién y en la frecuencia de las corrientes miniatura
excitatorias (MEPSCSs), sin afectar las inhibitorias (mIPSCs). En los ratones knockout ademas
se observaron alteraciones pre-sinpticas a través de la inhibicion de pulsos pareados. (Figura
Al). Estos registros fueron medidos en las sinapsis hipocampales entre las colaterales de
Schaffer y neuronas de la region CA1. Una reduccion en la frecuencia de mEPSC puede ser
interpretada tanto como una baja en la probabilidad de liberacion de vesiculas pre-sinapticas
(Murthy et al., 2001) como una reduccion en el nimero de sinapsis funcionales (Malenka &
Nicoll, 1997). Esto nos motivé a explorar el componente postsinaptico de las neuronas
piramidales de la region CA1 del hipocampo in vivo. Nuestra hipétesis inicial en el presente
trabajo proponia que este fendmeno podria estar asociado a una variacion en la morfologia
neuronal. En particular, suponiamos gue una disminucién en la densidad y/o volumen de las
espinas dendriticas -correlacionada con una disminucién en el nimero de sinapsis- explicaria
el fenotipo electrofisioldgico. Sin embargo, observamos un aumento del 17% (IC = 30 - 3%)
en la densidad de espinas y del 13% (IC = 22 - 4%) en su volumen (Figura 8). Cabe mencionar
que el moderado incremento de estos pardmetros esta mesurado por el amplio rango del
intervalo de confianza (IC).

Las espinas dendriticas son los principales loci de las sinapsis excitatorias en el
sistema nervioso central y estdn asociadas con la plasticidad neuronal (Harris & Kater, 1994).
Por otro lado, teniendo en consideracion que el volumen de las espinas es proporcional al

area de PSD, al nimero de receptores sinapticos de AMPA (AMPARSs), a la amplitud de las
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corrientes mediadas por AMPARs y el area presinaptica de la neurona presinaptica, el
volumen como aspecto morfométrico de la espina se encuentra estrechamente asociado con
la funcién sinaptica. El input excitatorio total que una neurona puede recibir es dependiente,
ademas de la densidad y el tamafio de las espinas, de la complejidad de la arborizacion
dendritica. Como correlato a lo observado en las espinas dendriticas, tanto la complejidad de
la arborizacion como la longitud dendritica total fueron similares en los ratones wild type y
circTulp4-KO (Figura 7).

En forma paralela a la caracterizacion electrofisiolégica de los ratones circTulp4-KO,
se realizaron experimentos regulando negativamente a circTulp4 mediante la utilizacion de
shARNSs. A diferencia del raton KO, en donde la pérdida de funcion es crénica y generalizada,
los experimentos realizados en cultivos primarios de neuronas fueron agudos, y los que se
realizaron mediante electroporacién in utero afectaron a un nimero reducido de neuronas. En
cultivo primario de neuronas se regulé negativamente la expresion de circTulp4 utilizando el
sh-circTulp4 en neuronas post-singpticas y se observd una reducciéon en la frecuencia de
MEPSPs (Figura A2). De modo similar, en los experimentos en los cuales las neuronas
hipocampales de la CA1 fueron transfectadas con sh-circTulp4 via electroporacion in utero
(IUE), la frecuencia de mEPSPs también estaba reducida (Figura A3), demostrando que este
efecto es intrinseco celular (cell intrinsec). En conjunto estos resultados demuestran un efecto
consistente de la pérdida de funcion de circTulp4 en la disminucién de la frecuencia de
MEPSPs: se observa con distintas metodologias, en forma aguda o cronica, y es un efecto
intrinseco celular.

El incremento en la densidad de espinas dendriticas ha sido descripto como rasgo
caracteristico en modelos patolégicos como en el trastorno del espectro autista (ASD) y el
sindrome de fragil X (Hutsler & Zhang, 2010; Nishiyama, 2019; Irwin et al., 2001). Sin
embargo, consideramos que —a diferencia de los efectos en la neurotransmision-, los efectos
de la pérdida de funcién de circTulp4 en los ratones KO sobre la densidad y el volumen de las
espinas obedecen a un fenébmeno compensatorio, y no a un efecto primario. Hemos
observado que, en los experimentos estructurales realizados previamente en condiciones de
regulacién negativa aguda en cultivo primario (Figura A2) y mediante transfeccion via
electroporacion in utero (Figura A3), la densidad de espinas no presento alteraciones por la
ausencia de circTulp4. Consideramos que esto sustenta la hipétesis de que los cambios
observados en la morfologia neuronal en los ratones knockout se deben a que en estos
animales ocurren fendbmenos homeostaticos durante el desarrollo que contribuyen a mantener
la excitabilidad de todo el circuito (Turrigiano & Nelson, 2004). Los mecanismos de plasticidad
homeostatica promueven cambios compensatorios en la excitabilidad celular en respuesta a
cambios crénicos en la actividad del circuito neuronal. Uno de los fenébmenos homeostéticos

mas estudiados es el sinaptico, que para poder restablecer la actividad neuronal a un rango
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fisiolégico ocurren modulaciones de los receptores, neurotransmisores y morfologia (Moulin
et al., 2021). Sin embargo, en los ratones circTulp4-KO esta compensacion mediante el
aumento en la densidad de espinas y su volumen, no revierte completamente el efecto en la
neurotransmision.

Ante la posibilidad de que el nUmero de espinas no refleje exactamente el nimero de
sinapsis que hay en esta linea de ratones en particular, planeamos a futuro realizar una
cuantificacién de la sinapsis propiamente dicha, por medio de inmunofluorescencia con
marcadores pre- y postsinapticos. Adicionalmente, otros mecanismos o alteraciones de tipo
funcionales, como por ejemplo la presencia de sinapsis silentes, podrian explicar este
fendmeno observado. El concepto de sinapsis silente surge de que puede existir esta
discordancia entre el nUmero de sinapsis morfolégicas identificadas y el nimero de sinapsis
funcionales (Hanse et al., 2013), tal como sucede en el cerebelo adulto, donde alrededor del
95% de las 100.000 sinapsis entre las células granulares y las de Purkinje podrian ser silentes
(Dean et al., 2009; Hanse et al., 2013). Este fendmeno esta explicado fundamentalmente por
un tipo de sinapsis silente mediada por receptores de tipo AMPA (AMPARS), las cuales en su
mayoria son explicadas por la ausencia de AMPARs funcionales y su expresion en la
membrana post-sindptica (Bhattacharyya et al., 2009; Hanse et al., 2013). Con el objetivo de
intentar explicar estos resultados de forma mas precisa, exploraremos en un futuro si circTulp4
afecta la proporcion de sinapsis silentes.

Respecto de la metodologia utilizada, resulta importante mencionar que en el presente
trabajo hemos analizado la morfologia de las espinas dendriticas mediante parametros
exclusivamente cuantitativos como lo es el volumen y no en la clasificacion cualitativa basada
en clases morfolégicas: mushroom, stubby y thin. Tipicamente las espinas han sido
analizadas en funcién de esta clasificacion clasica morfolégica, probablemente porque la
mayoria de los estudios clasicos se basan en el analisis de imagenes 2D en las que el volumen
no puede medirse en forma directa. Tal como se discute en Pchitskaya & Bezprozvanny, 2020,
el enfoque de la clasificacion clasica de las espinas dendriticas en mushroom, stubby y thin
tiene serias limitaciones. La transicién entre estos tres subtipos de espinas ocurre de forma
abrupta en la clasificacion, cuando en realidad existe un continuo de formas y tamafios de las
mismas (Yuste & Bonhoeffer, 2004; Berry & Nedivi, 2017). En el trabajo de Berry & Nedivi
2017, muestran de forma clara como los avances tecnoldgicos en la visualizacion de imagenes
in vivo permitieron analizar la dindmica morfolégica de las espinas dendriticas a través del
tiempo, la cual revelé propiedades Unicas de plasticidad. Incluso las espinas estables y
persistentes se encuentran continuamente cambiando su forma y orientacion, lo cual también
apoya la existencia de un espectro continuo de formas. Desde un punto de vista técnico, el
andlisis de la morfologia de las espinas también esta limitado por el limite de resolucion de la

microscopia Optica, confocal y de dos fotones. No obstante, el limite estimado para la
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microscopia confocal es de 0,2 — 0,3 um?® (Tonnesen et al., 2014) y coincide con el valor
maximo del volumen encontrado en nuestro analisis. El limite de resolucion de los
microscopios tipicamente utilizados provoca mediciones inexactas de las formas de las
espinas, la cual lleva a una errénea clasificacion de las mismas. Por ejemplo, el ancho del
cuello de la espina se cree que es un factor clave a la hora de la compartimentalizacion y la
eficiencia en la transduccion de la sefial (Tonnesen et al., 2014). Sin embargo, la visualizacion
de estructuras tan pequefias solo puede realizarse en forma precisa mediante imaging de
superresolucién, que provee informacién mas detallada acerca de las formas de las espinas
gue los métodos estandar de microscopia. Los estudios de superresolucion sugieren que las
espinas stubby estan significativamente sobrerrepresentadas en la literatura y que es
consecuencia de la baja resolucién en el cuello (Tonnesen et al., 2014). Debido a la falta de
limites claros entre las diferentes clases de espinas, una misma muestra de cerebro puede
arrojar diferente proporcidon de espinas mushroom, thin y stubby, dependiendo del criterio
usado para separar entre si estas clases. Esto significa que los analisis a menudo suelen estar
sesgados y ser poco reproducibles. Un intento de ajustar la distribucion continua de la
morfologia de las espinas en una categoria rigida y pre-definida puede resultar en potenciales
errores, como por ejemplo el caso de las espinas thin y mushroom que son muy similares en
formay que el parametro critico que las distingue es el tamafio de la cabeza. Se ha propuesto
que la dependencia en parametros objetivos y definidos en vez de grupos subjetivos basados
en la forma de la espina, puede ayudar a resolver algunos de estos problemas (Mancuso et
al., 2013). Por ejemplo, en Ruszczycki et al., 2012 se realiza una comparacion de la precision
de la clasificacion clasica y de las mediciones morfométricas, en la cual se ha demostrado que
este Ultimo enfoque es mas sensible. Debido a este extenso soporte bibliografico, nos resulté

adecuado basar el andlisis en el volumen de las espinas como parametro morfométrico.

Sobre la caracterizacibn comportamental:

En el campo de los ARN circulares es muy poco frecuente la exploracion de la
conducta debido a la escasez de los modelos de estudio. Sin embargo existen antecedentes
de un modelo de ratén KO para el circARN Cdrlas, el transcripto circular mas caracterizado
y con mayor expresion en el cerebro. Estos ratones han sido estudiados a nivel
comportamental, presentando actividad locomotora normal, niveles de ansiedad inalterados,
comportamiento social y memoria de reconocimiento normal (Piwecka et al., 2017). Sin
embargo, estos ratones knockout si revelaron un fenotipo conductual relacionado con los
trastornos neuropsiquiatricos: una disminucion sustancial (entre el 30-50%) en la inhibicién
del pre-pulso en la prueba de startle response (respuesta de sobresalto frente a un estimulo

aversivo) en comparacion con los controles wild type. En comparacion, el andlisis
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comportamental de la linea circTulp4-KO es méas abarcativo y detallado, ya que realizamos
una bateria de pruebas que exploran distintos aspectos de la conducta.

El segundo objetivo de este trabajo radicO en extender la exploracion de las
consecuencias funcionales de la pérdida de funcion de circTulp4 a nivel comportamental en
los ratones de la linea circTulp4-KO. Resultados previos, obtenidos en colaboracion con la
German Mouse Clinic (GMC, Munich, Alemania), demostraron que estos ratones no
presentaban alteraciones en ningun parametro neurolégico analizado, incluyendo fuerza
muscular, sensibilidad auditiva, nocicepcién, coordinacién motora y equilibrio. Ademas, se
observé que los ratones knockout presentaban un fenotipo de actividad locomotora
aumentada en condiciones de alta luminosidad (factor estresante) (Figura 9) como asi también
una respuesta de sobresalto incrementada en el ensayo Acoustic Startle Response (Figura
A4). En un segundo conjunto de animales analizados previamente en nuestro laboratorio, se
observé que los ratones circTulp4-KO pasaban menos tiempo en los brazos abiertos en la
prueba de laberinto en cruz elevado al compararlos con los wild type (Figura A4).

Los resultados obtenidos en esta tesis en combinacién con los resultados previos
sugieren que la pérdida de circTulp4 confiere una sensibilidad mayor a estimulos estresantes.
Esta interpretacion esta basada en los siguientes elementos:

1. El aumento en la actividad locomotora no tiene per se una interpretacion univoca:
podria reflejar un aumento generalizado de la actividad motriz, un incremento en la
exploraciéon o una reaccién a un estimulo estresante o ansiogénico, que puede provocar
conductas de congelamiento (mas conocido como freezing) o de escape. Una de nuestras
interpretaciones -en funcion de los resultados obtenidos en esta tesis- es que este aumento
en la actividad locomotora podria estar reflejando un intento de escape a este estimulo que
resulta aversivo. Consideramos que el aumento en la locomocién no refleja un incremento de
la actividad exploratoria, porque la locomocion de los ratones circTulp4-KO es similar a los
wild type cuando se presenta un ambiente novedoso en condiciones de baja iluminacion
(Figura 9), es decir, cuando se elimina el factor estresante (iluminacién alta).

Los ratones knockout para el transportador de dopamina (DAT -/-), se caracterizan por
tener altos niveles extracelulares de dopamina y una hiperlocomocién espontanea. Esta es la
caracteristica comportamental mas importante de estos ratones la cual no disminuye a lo largo
del tiempo y esta presente en ambas fases del ciclo luz/oscuridad, en comparacion con la
habituacion locomotora desempefiada por los ratones control (Giros et al., 1996). En dicho
estudio, realizaron la prueba de open field en condiciones de alta y baja iluminacion, y
observaron que en ambos contextos se mantiene el fenotipo de hiperlocomocion (Spielewoy
et al., 2000). En este caso, pareciera que la hiperlocomocioén no esta siendo un reflejo de un

comportamiento ansiogénico sino que seria una hiperlocomocion mas bien primaria. En este
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contexto nuestra interpretacion se distingue de este modelo porque el fenotipo de los DAT-/-
se manifiesta en ambas condiciones (con y sin estimulo aversivo), mientras que en nuestro
experimento solamente observamos este aumento en la actividad locomotora en los ratones
circTulp4-KO si presentamos un factor estresante como la luz. Por otro lado, en un modelo de
ratones knockout heterocigotas para la Neuregulina 1, gen vinculado a la esquizofrenia, se
observa que en un open field en condiciones de baja iluminacion estos ratones presentan un
fenotipo de hiperlocomocién, pero a su vez manifiestan una leve reduccién en el
comportamiento asociado a la ansiedad en otra prueba realizada. En suma, estas
observaciones demuestran que la hiperlocomocion no necesariamente se encuentra
estrechamente relacionada al comportamiento vinculado a la ansiedad, y que deben
considerarse elementos adicionales —-a veces, obtenidos por otras pruebas

comportamentales- para hacer una interpretacién adecuada.

2. Enla prueba de acoustic-startle response, los ratones circTulp4-KO presentaron una
respuesta de sobresalto incrementada. Ademas de evaluar el reclutamiento sensoriomotriz,
esta prueba puede utilizarse como herramienta para el estudio de aspectos emocionales
debido a que esta respuesta de sobresalto se ve aumentada en estados aversivos y
disminuida en estados heddnicos (Marchette et al., 2018). Permite ademas identificar los
niveles de activacion o arousal de los individuos, una dimension que se expresa en un rango
que va de la excitacién a la calma y tiene un impacto en el resto de las emociones, tales como

la ansiedad o el miedo.

3. En la prueba de Dark-light box, el nimero de transiciones refleja la actividad
locomotora del animal y que si no esta acompafiado por un incremento en la hiperlocomocion
espontanea, es considerado un comportamiento asociado a la ansiedad (Bourin & Hascoét,
2003). Observamos que en la prueba realizada bajo condiciones basales los ratones KO
tenian una aumentada actividad locomotora, la cual fue alcanzada por los ratones wild type
en la prueba en la que previamente habian sido sometidos a un estrés agudo. Este aumento
en el nimero de transiciones en los animales wild type sustenta la interpretacion de que esta
actividad locomotora incrementada podria reflejar un intento de escape frente a un estimulo
aversivo, como se observd en open field. Bajo esta misma linea de razonamiento, se
encuentra la disminucion en la latencia luego del protocolo de estrés en ambos genotipos.

La respuesta a eventos estresantes requiere numerosas acciones adaptativas
comprometiendo cambios integrales en el sistema nervioso y neuroendocrino. En algunos
estudios se propone que la desregulacion de los mecanismos de la respuesta a estrés
subyace a una variedad de psicopatologias relacionadas con el estrés (De Kloet et al., 2005;

McEwen, 2007). En un estudio realizado hace mas de una década (Neufeld-Cohen et al.,
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2010), se utilizd un modelo transgénico de raton el cual era triple KO para los tres genes de
la urocortina, neuropéptido que forma parte de la familia del factor liberador de corticotrofina
y esta asociado con la respuesta a estrés. En dicho estudio estos ratones KO manifestaron
un incremento en el comportamiento de tipo ansioso a las 24 horas posteriores de exposicion
al estrés, no asi en un protocolo de estrés inmediatamente previo a la prueba o en condiciones

no estresantes.

Otro de los enfoques que inicialmente decidimos abordar dentro de la caracterizacion
comportamental fue el comportamiento relacionado a la depresion. Evaluamos la anhedonia
y, llamativamente, observamos que los ratones circTulp4-KO tenian un aumento en el indice
de preferencia por la sacarosa (Figura 11), sugiriendo una alteracion en los mecanismos de
recompensa. Este resultado nos motiva a explorar en un futuro aquellos nicleos especificos
asociados a la recompensa tanto en nivel de expresion de circTulp4 como en otras pruebas
comportamentales que sustenten o descarten la hipétesis de una alteracion en el

comportamiento asociado a la recompensa.

Sobre los modelos in vivo para la caracterizacion funcional de ARNSs circulares:

La mayoria de los estudios dirigidos a explorar la funcionalidad de los circRNAs se
basan en la utilizacién de la ARNs de interferencia dirigidos contra la union cabeza-cola del
ARN circular. Una limitacién de estas herramientas al ser usadas in vivo es que su efecto en
el animal esta acotado por la eficiencia de la transfeccién -o transduccion, en caso de usar
vectores virales. Si bien pueden otorgar especificidad, pudiendo, por ejemplo, afectar la
expresion de un ARN circular en una region particular del cerebro, no dan informacién sobre
el efecto de la pérdida de funcion global del mismo.

Otro abordaje, como el utilizado en este trabajo, implica la generacién de ratones
knockout para un ARN circular de interés. Sin embargo, dado que la mayoria de los ARNs
circulares deriva de secuencias génicas que también codifican proteinas, la generacion de
knockout especificos para la forma circular es técnicamente desafiante. Por lo tanto, este
enfoque requiere de una validaciéon cuidadosa para que la expresion del gen host no se altere.
En nuestro caso, la mutacién del sitio aceptor de splicing consistié en una alternativa viable
porque, debido a las particularidades del locus Tulp4, el transcripto lineal mayoritario, aquel
que codifica para la proteina Tulp4, no se ve afectado por esa mutacion (Figura 4C). Sin
embargo, esta estrategia no puede ser generalizada a otros loci ya que lo frecuente es que

las isoformas lineales y circulares compartan los mismos sitios consenso de splicing.
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Hasta el momento, sélo se han reportado tres trabajos que utilizan ratones knockout

para caracterizar la funcién de ARNSs circulares:

1. Cdrlas es el ARN circular mas abundante en el sistema nervioso, y debido a que se
lo consideraba un transcripto generado a partir de una region no codificante, los ratones
knockout se generaron mediante la delecion de ese locus. Los ratones Cdrlas-KO manifiestan
una atenuacion en la sincronizacién sensoriomotriz —un déficit en la capacidad de filtrar
informacién no relevante- y alteraciones electrofisiolégicas que demuestran una disfuncion en
la transmision sinaptica (Piwecka et al. 2017). Sin embargo, andlisis recientes han identificado
un ARN lineal que se genera del mismo locus que Cdrlas y que presenta sus niveles basales
incrementados en el modelo de raton Cdrlas-KO (Barret et al., 2017). Estos hallazgos
originaron el interrogante de si este fenotipo observado en los ratones era debido a la pérdida

de Cdrlas o al aumento en la expresioén del ARN lineal.

2. Cia-cGAS es un ARN circular altamente expresado en células madre
hematopoyéticas (HSCs) que se encuentra codificado en el locus D430042009Rik.
Recientemente, se han generado ratones deficientes de cia-cGAS mediante la delecién de la
secuencia intronica complementaria de D430042009Rik, mediante tecnologia CRISPR/Cas9.
Las secuencias reversas complementarias que se encuentran en los intrones que flanquean
los exones de la circularizaciébn han demostrado tener un rol crucial en la generacion de los
circARN. La ausencia de Cia-cGAS en los ratones knockout produjo un aumento en la
expresion de IFNs de tipo | en la médula 6sea y una disminucion en el nimero de HSCs

quiescentes (Xia et al., 2018).

3. Un método similar al anterior fue utilizado para generar un ratén deficiente en
circKent2 sin afectar al mARN de Kcnt2. CircKent2 es inducido en las células linfoides innatas
de tipo 3 (ILC3s), importantes reguladoras de la inmunidad, durante la inflamacion intestinal.
La delecién de este circARN causa una activacion de las ILC3s del intestino y colitis severa

en ratones (Liu et al., 2020).

Una limitacion extensamente reportada de los ratones KO constitutivos es que pueden
dar lugar a importantes mecanismos homeostaticos que resulten en efectos compensatorios
(El-Brolosy & Stainier, 2017), tal como los observados en este trabajo. En consecuencia,
muchos fenotipos asociados a la pérdida de funcién del gen de interés pueden ser inadvertidos
0 manifestarse atenuados. En el otro extremo, los ratones KO constitutivos no son adecuados
para estudiar la funcién de transcriptos cuya deficiencia esta asociada a letalidad embrionaria.

Consideramos que el disefio de nuevas estrategias para la generacién de lineas de ratones
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transgeénicas inducibles y/o condicionales para estudiar las consecuencias de la pérdida de
funcion de ARNSs circulares especificos pueden contribuir a superar las limitaciones
mencionadas.

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permitieron
identificar un aumento en el volumen y densidad de espinas, interpretado como un mecanismo
compensatorio de los déficits en la neurotransmision excitatoria, y que la pérdida de circTulp4
conduce, desde el punto de vista comportamental, a un aumento en la sensibilidad ante

estimulos estresantes o ansiogénicos.
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ANEXO

En esta seccion se incluyen resultados que fueron obtenidos en el contexto del proyecto de
investigacion sobre circTulp4 pero por fuera de esta tesis. Su inclusion pretende facilitar el
acceso a datos que son relevantes para interpretar globalmente los resultados que forman

parte del trabajo de tesis.
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Figura Al. Los ratones circTulp4-KO presentan alteraciones en la neurotransmision excitatoria. Mediciones
realizadas en la sinapsis entre colaterales de Schaffer y CA1 de los ratones wild type y circTulp4-KO. (A) El balance
excitacion/inhibicion se encuentra fuertemente disminuido en los ratones circTulp4-KO a lo largo de distintas
intensidades de estimulacion. Izquierda: pendiente de los ratones wild type: 0,3514 — 0,6095; pendiente circTulp4-
KO: 0,1609 — 0,2344 (IC 95%). Medio: Media del E/I ratio bajo diferentes intensidades de estimulacion (t test no
pareado, p= 0,0002; n= 27 / genotipo). Derecha: EPSC y IPSC en el 35% de fEPSP, donde se muestra que la
disminucion del balance E/I esta explicado por el decrecimiento en las corrientes excitatorias. (Mann-Whitney test,
p= 0,057; n= 4 wild type, n= 3 knockout). (B) Arriba: registros representativos de mEPSC. En comparacion con los
ratones wild type, la media de la frecuencia de las MEPSCs se encuentra fuertemente disminuida en los ratones
circTulp4-KO (Mann Whitney test, p= 0,0172). No se registraron cambios en la amplitud (Mann Whitney test, p=
0,0535) (n= 10 wild type, n= 9 knockout). Las mIPSCs no presentaron cambios significativos (datos no mostrados).
(C) Los ratones circTulp4-KO muestran un aumento en el paired-pulse ratio (PPR). Ejemplos de respuestas
evocadas bajo la estimulacion de la via de las colaterales de Schaffer (2 pulsos con 50 ms de intervalo entre
pulsos). Cambios en la probabilidad basal de liberacién de neurotransmisores en el estado estacionario podrian
explicar el aumento en el PPR en los ratones circTulp4-KO (t test con la correccion de Welch, p= 0,0472)
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Figura A2. Regulacion negativa de circTulp4 mediante un sh-ARN en cultivos primarios de neuronas
disminuye la frecuencia de mEPSC sin afectar la densidad de espinas dendriticas. (A) Izquierda: Neuronas
primarias hipocampales fueron transfectadas en DIV 12-13 con sh-circTulp4 o sh-control. Los andlisis morfoldgicos
y electrofisiolégicos fueron medidos en DIV 21-25. Derecha: Se observé que la densidad de espinas dendriticas
entre las neuronas transfectadas con sh-circTulp4 y sh-control fue similar (prueba t, p= 0,0894; n= 40 dendritas por
tratamiento (provenientes de 4 cultivos independientes)). (B) Arriba: registros representativos de mEPSC,
realizados mediante patch-clamp. La frecuencia de las mEPSCs disminuyd significativamente en las neuronas
transfectadas con sh-circTulp4 en comparacion con las transfectadas con sh-control. (Prueba de U Mann-Whitney,
p < 0,01; n= 8 para sh-control, n= 13 neuronas para sh-circTulp4). Las mIPSCs no presentaron cambios
significativos (datos no mostrados).
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Figura A3. CircTulp4 regula la frecuencia de mEPSC sin alterar la densidad de las espinas dendriticas en
neuronas de CAl transfectadas por electroporacion in utero. (A) Esquema de trabajo. Se transfectaron
neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo con vectores conteniendo sh-circTulp4 o sh-control a través
de la técnica de electroporacion in utero (IUE). Estas se identifican mediante la transfeccion de la proteina
fluorescente RFP. Las neuronas transfectadas se evaluaron en cortes de hipocampo de ratones de 6 semanas de
edad. Se muestra una imagen representativa de la eficiencia de transfeccion. Barra de escala: 200 ym. (B) La
densidad de espinas dendriticas fue semejante entre las neuronas transfectadas con sh-circTulp4 y sh-control.
(Prueba de t con la correccion de Welch, p= 0,7774; sh-control: 34 dendritas / sh-circTulp4: 47 dendritas). (C) Se
evaluaron las corrientes miniatura post-sinapticas de las neuronas transfectadas mediante la técnica de patch
clamp. En comparacion con las neuronas sh-control, las transfectadas con sh-circTulp4-KO muestran una
frecuencia de mMEPSCs fuertemente disminuida. (Prueba U de Mann-Whitney, p= 0,0003; sh-control: 8 neuronas,
sh-circTulp4-KO: 7 neuronas). No se registraron cambios en la amplitud (Prueba U de Mann-Whitney, p= 0,2844;
sh-control: 8 neuronas, sh-circTulp4-KO: 5 neuronas). Las mIPSCs no presentaron cambios significativos (datos
no mostrados). N= 3 ratones / condicion experimental.
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Figura A4. Los ratones circTulp4-KO presentan un incremento en el comportamiento asociado a la
ansiedad. (A) Los animales circTulp4-KO muestran una reduccién en la cantidad de tiempo que pasan en los
brazos abiertos de un laberinto en cruz elevado (Prueba de t con correccion de Welch, p= 0,035), comportamiento
asociado a la ansiedad. El nimero de entradas a los brazos abiertos fue similar en los ratones wild type y circTulp4-
KO (Prueba de t, p= 0,717; n= 12 ratones por genotipo). (B) En el test Acoustic-startle response (ASR), se observa
una respuesta de sobresalto incrementada en los ratones mutantes a los 110 dB. (ANOVA de medidas repetidas,
nivel de sonido x genotipo, p < 0.0001; genotipo, p = 0.0011, Bonferroni post-test, p < 0.001; n= 15 ratones por
genotipo).
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