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DADES DEL CENTRE

He realitzat les Practiques Externes i el Treball de Fi de Grau al grup de recerca de
Neuroanatomia Funcional (NeuroFun, grup 278) de la Universitat Jaume |, av. Vicent
Sos Baynat s/n 12071 Castelld de la Plana, Espanya. Les principals linies d’investigacio
de NeuroFun se centren en la neurobiologia del comportament social en rosegadors,
els quals estan mediats en gran mesura per feromones. A més, és un grup associat a la
Unitat Predepartamental de la Facultat de Ciéncies de la Salut, i és mixt entre la
Universitat Jaume | i la Universitat de Valéncia. Aquest projecte ha estat financat amb
fons publics pel Ministerio de Economia y Competitividad (BFU2016-77691-C2-1-P i C2-
2-P), la Generalitat Valenciana (PROMETEO2016/076) i la Universitat Jaume | (UJI-
B2016-45).

1. RESUM, PARAULES CLAU | ABREVIACIONS

Resum

La neurobiologia de la maternitat permet entendre la conducta maternal, de gran
importancia per a la supervivencia i el neurodesenvolupament de les cries, i les seves
alteracions patologiques. Les conductes socials, inclosa la maternal, estan controlades
per un circuit neural conegut com a cervell socio-sexual on el nonapéptid oxitocina
(OT) actua modulant-les. Al laboratori de Neuroanatomia Funcional investiguen la
neuroendocrinologia de la conducta maternal en ratolins donat que aquests

rosegadors mostren moltes similituds amb els humans.

Per entendre el paper de I’OT en la conducta maternal, pretenem inhibir les cél-lules
oxitocinergiques (OTergiques) in vivo amb el vector viric AAV2/1-mOXT-hM4D(Gi)-
mCherry-WPRE que indueix I'expressié d’'un DREADD (Designer Receptors Exclusively
Activated by Designer Drugs) sota el promotor del gen de I'OT. El receptor DREADD és
sensible a la droga clozapine-N-oxide (CNO), de forma que sota el seu efecte, les
cél-lules OTergiques infectades son inhibides selectivament. Pretenem analitzar
I’efecte d’aquesta inhibicié en la conducta maternal de les femelles. Aquest treball vol
posar a punt aquesta tecnologia farmacogenetica abans de comencar els experiments

conductuals.



Amb aquest objectiu, hem administrat estereotaxicament el vector a I’area preoptica
de femelles de ratoli, on es situen les neurones OTergiques. Algunes injeccions han
donat una expressié elevada de la proteina reportera mCherry, codificada pel vector,
en nombroses neurones del lloc d’injeccié. L'expressi6 de mCherry perd no és
especifica de les cél-lules OT al lloc d’injeccid, pel que recomanem una disminucié del

titol viric de 4 ordres de magnitud, fins a 10%° copies de genoma/mL (GC/mL).

D’altra banda, I'expressié de proteines alienes al ratoli (hM4D(Gi) i mCherry) podria
desencadenar una activacio del sistema immune amb neuroinflamacié associada a
I'aparicié de microglia reactiva al lloc d’injeccié. L'Us del marcador especific lbal
(ionized calcium-binding adapter molecule 1) ens ha permeés descartar aquesta

possibilitat fins i tot en injeccions massives del vector viric.

Aquest treball ha permes proposar mesures per millorar la precisid i repetibilitat de
I’estereotaxia i per guanyar especificitat en I'expressi6 del DREADD en cel-lules

OTergiques.
Paraules clau

Neurobiotecnologia, oxitocina (OT), conducta maternal, vector viric, cervell socio-

sexual i Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs (DREADD).
Abstract

Maternal neurobiology allows to understand maternal behaviour, which is very
important for the survival and the neurodevelopment of the offspring, and their
pathology disorders. Social behaviour, including the maternal one, is controlled by a
neural circuit known as socio-sexual brain network (SBN) where the nonapeptide
oxytocin (OT) is a regulator. The laboratory of Neuroanatomia Funcional is
investigating the neuroendocrinology of maternal behaviour in mice considering that

rodents are very similar to humans.

To understand the role of OT in maternal behaviour, we would like to inhibit
oxytocinergic (OTergic) cells in vivo using the viral vector AAV2/1-mOXT-hM4D(Gi)-
mCherry-WPRE, which induce the expression of DREADD (Designer Receptors
Exclusively Activated by Designer Drugs) controlled by OT promoter. The DREADD



receptor is sensitive to the drug clozapine-N-oxide (CNO), which administration causes
the selective inhibition of OTergic cells. We would like to analyse the effect of that
inhibition on the maternal behaviour. This work aims to perfectionate this

farmacogenetic technique before the beginning of the behavioural experiments.

We have administrated the vector stereotaxicaly in the preoptic area of female mice,
where neurons OTergic are localized. Some injections drove to a high expression of the
reporter protein mCherry, which is codified in the vector, in many neurons at the
injection place. However, the expression of mCherry is not specific from OT cells at the
injection place, so we recommend reducing the viral title until 10*° genome copies/mL

(GC/mL).

On the other hand, the expression of foreign proteins in mice (hM4D(Gi) and mCherry)
could activate the immune system with neuroinflammation and the turn up of the
microglial cells in the injection place. Since we have used massive injections of the viral
vector, we rejected this possibility by using the specific microglial marker Ibal (ionized

calcium-binding adapter molecule 1).

Here it is shown some proposals to improve the precision and repeatability in the

stereotaxic surgery and to gain specificity in the DREADD expression in OTergic cells.
Keywords

Neurobiotechnology, oxytocin (OT), maternal behaviour, viral vector, socio-sexual brain
network (SBN) and Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs
(DREADD).



Abreviacions

A-C Antero-posterior

AC/ADP Comissura anterior/area preoptica anterodorsal
Acb Nucli accumbens

AH Nucli anterior

AAV Adeno-associat

BLASTn Basic local aligment search tool de nucleotids
BSA Bovine serum albumin

BST Bed nucleus of stria terminalis

CNO Clozapine-N-oxide

Congento Consortium for Genetically Tractable Organisms
DAB Diaminobencidina

DREADD Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs
D-V Dorso-ventral

E-value Valor esperat

FDA Dextranamina marcada amb fluoresceina

GC Copies de genoma

GFP Green fluorescent protein

GPCR Receptor muscarinic de proteina G

H,0; Peroxid d’hidrogen

Ibal lonized calcium-binding adapter molecule 1

IP Via intraperitoneal

LPO Area preoptica lateral

LS Septum lateral

Me Amigdala medial

M-L Medio-lateral

MPA Area preoptica medial

NaBH4 Borohidrur de sodi

NCBI National Center for Biotechnology Information
NGS Normal goat serum

NRS Normal rabbit serum



ON Overnight

oT Oxitocina

OTergiques Oxitocinérgiques

OTR Receptor d’oxitocina

P Profunditat

Pa Paraventricular

PAG Substancia gris periaqlieductal
PaPo Nucli paraventricular hipotalamic, part posterior
PBS Fosfat sali

PFA Paraformaldehid

ROI Region of interest

SBN Socio-sexual brain network

SN Sistema nervios

SNC Sistema nervios central

SO Supraoptic

B Tampé tris

TBS Tamp® sali tris

VMH Nucli hipotalamic ventromedial

VSc Via subcutania



2. INTRODUCCIO

El comportament parental es podria definir com la resposta d’'un membre d’una
especie front a un individu immadur per augmentar la probabilitat de sobreviure fins la
maduresa (Dulac, O’Connell and Wu, 2014). Aquest comportament és necessari per a
la salut (fisica i mental) ja que influira en la maduracié del sistema nervids (SN), i inclou
tant el maternal com el paternal. Esta descrit en un gran nombre d’espécies de
vertebrats i invertebrats perd la majoria de treballs se concentren en mamifers.
Algunes espécies de rosegadors i primats mostren comportament parental adrecat fins
i tot a individus que no son els seus fills biologics, el que es coneix com a
comportament aloparental. En la major part dels mamifers, el comportament parental
es podria dir que és exclusivament maternal perque és la mare qui desenvolupa el
procés de gestacio i alletament. Per aquest motiu, la majoria dels estudis sobre la
conducta parental se centren en la conducta maternal (Dulac, O’Connell and Wu, 2014;

Numan and Insel, 2003).

2.1 La conducta maternal en rosegadors

D’entre els mamifers, el comportament maternal ha estat molt més estudiat i
caracteritzat en rosegadors, sobretot rates i ratolins. Les femelles de rosegadors
desenvolupen dos tipus de comportament maternal després del part, el dirigit a les
cries i el no dirigit a les cries (Figura 1). El comportament dirigit a les cries inclou el seu
manteniment al niu, I'alletament, la neteja i cobrir-les per mantenir la temperatura.
D’altra banda, el comportament no dirigit a les cries es refereix a la construccié del niu

i la defensa de les cries front a possibles intrusos (agressiéo maternal).

Figura 1. Comportament maternal. Comportament dirigit a les cries: transport de les cries al niu (A), alletament i
manteniment de la temperatura corporal de les cries (B) i neteja de les cries (C). Comportament no dirigit a les cries:
agressié maternal (D) i construccié del niu (E). (Imatge de Hugo Salais Lépez, @metazoaestudio).



A les rates, les femelles verges tendeixen a evitar les cries alienes mentre que les
mares mostren cura immediata de cries tant propies com no propies. Aquest fet
demostra que les hormones associades a la gestacio, el part i la lactancia promouen un
efecte facilitador de la conducta maternal mitjangant la seva accié sobre el sistema
nervids central (SNC). Per aquest motiu, I'estudi de la fisiologia de la conducta
maternal requereix d’'una aproximacié neuroendocrinologica. Al ratoli, per contra, les
femelles verges mostren una conducta maternal quasi espontania (Martin-Sanchez,
Valera-Marin, et al., 2015; Martin-Sanchez, McLean, et al., 2015), fent aquesta espécie
un model més semblant als humans per a I'estudi de la neuroendocrinologia de la
conducta maternal. No obstant, aquest fet suggereix que la conducta maternal als
ratolins és en part independent dels factors endocrins relacionats amb la gestacid. Tot i
aixi, al ratoli hi ha evidéncies que els aspectes motivacionals de I’atencié a les cries sén
també dependents d’hormones (Salais-Lopez, 2017). Per aquests motius, el laboratori
de Neuroanatomia Funcional de la Universitat Jaume | esta utilitzant el ratoli com a
model per analitzar la neuroendocrinologia de la conducta maternal. Altres raons que
fan avantatjés el ratoli per la recerca d’aquest tema és el coneixement en profunditat
del seu cervell, la fisiologia endocrina i la seqlienciacidé del seu genoma que ha permes
generar moltes linies de ratolins modificats genéticament. D’aquesta manera, es
poden adquirir animals modificats per estudiar el paper de determinats gens i els seus
productes en el comportament. El coneixement del genoma del ratoli també ha
permes utilitzar altres ferramentes biotecnologiques. Per exemple, en els ultims anys
s’han dissenyat nombrosos vectors virics per alterar I'expressié génica de poblacions
neuronals concretes, en un area i un temps especific, i analitzar en detall la

neuroanatomia funcional de diverses conductes.

2.2 El cervell socio-sexual i 'oxitocina

La conducta maternal s’engloba dins del que es coneix com a conductes socials, les que
permeten que un individu es relacioni amb individus de la mateixa espécie. Aquests
comportaments socials inclouen: a) el comportament sexual, que permet relacionar
dos individus adults de diferent sexe per obtenir descendeéncia; b) el comportament
agonistic que enfronta a dos individus adults, normalment mascles que lluiten pel

territori, els recursos o la parella, resultant en 'agressié; c) comportament afiliatiu com



a relacié no competitiva entre individus adults, més comu entre femelles; d) conducta
parental (maternal i paternal). Totes aquestes conductes estan controlades per un
circuit especific del SNC conegut com cervell socio-sexual (Socio-sexual Brain Network,
SBN). EI SBN esta format per un grup de centres cerebrals profusament
interconnectats reciprocament que inclouen I'amigdala medial (Me), el septum lateral
(LS), l'area preoptica medial de [I'hipotalem (MPA), el nucli anterior (AH) i
paraventricular (Pa) de I'hipotalem, el nucli hipotalamic ventromedial (VMH) i parts de
la substancia gris periaglieductal (PAG) del mesencefal. Tots aquests centres presenten
una elevada expressio de receptors d’hormones, fet que explica la relacié entre les
hormones i els comportaments socials (Newman, 1999). Una altra caracteristica del
SBN és que és la principal diana dels sistemes nonapeptidérgics del cervell, sistemes

neurals que expressen les neurohormones oxitocina (OT) i vasopressina.

L’OT és més coneguda com a hormona inductora de les contraccions del part i I'ejeccid
de la llet, perdo també ha sigut considerada un neurotransmissor clau en la modulacio
de les conductes socials, inclosa la conducta maternal. L'OT es sintetitza com un
prepropéptid juntament amb la proteina transportadora neurofisina que alhora també
és important per emmagatzemar la propia OT en granuls neurosecretors a l'interior de
neurones. Les poblacions neuronals que produeixen OT es situen als nuclis
neurosecretors Pa, supraoptic (SO) i als coneguts com a nuclis accessoris de
I’hipotalem (Otero-Garcia et al., 2016). Els camps terminals on I'OT és alliberada se
situen entre d’altres a tots els nuclis del SBN. El receptor d’aquest neuropeptid o OTR

és un receptor associat a proteines G del tipus Gq (Olazabal, 2018; Mitre et al., 2017).
2.3 Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs

Com hem esmentat anteriorment, els ratolins sén susceptibles a ser modificats
genéticament. La tecnologia farmacogenetica Designer Receptors Exclusively Activated
by Designer Drugs (DREADD) consisteix en la modificacié de receptors muscarinics de
proteines G (GPCRs) per tal de modular I'activitat cel-lular mitjancant I'administracié
d’un lligant quimic especific. Més en concret, els DREADDs han perdut I'afinitat pel
lligant endogen (acetilcolina) i I’han guanyat per concentracions de I'ordre nanomolar
(nM) d’un lligant farmacologic (sintétic). A més, no presenten una activitat constitutiva

detectable. Aquests receptors modificats son expressats en la membrana plasmatica i
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permeten una regulacié reversible i especifica de l'activitat neuronal in vivo dels
ratolins degut a que utilitzen les mateixes vies de senyalitzacid intracel-lular que els
GPCRs endogens. Hi ha dissenyats diversos DREADDs que depenent del tipus de
proteina G que portin associada (Gq, Gs i Gi) seran excitadors o inhibidors neuronals.
En general, els DREADDs més utilitzats sén I'excitador hM3Dq i I'inhibidor hM4Di
(Figura 2). Ambdds tipus de dissenys presenten una cinética similar en resposta a la
droga especifica, el clozapine-N-oxide (CNO). En rebre I'administracio de CNO, la
proteina Gqg s’unira al DREADD excitador hM3Dq que activara les neurones mitjangant
la despolaritzacié de les membranes (tancament dels canals de potassi). En el cas del
DREADD inhibidor hM4Di, la unié de la proteina Gi donara lloc a la hiperpolaritzacié de
les membranes (obertura dels canals de potassi). L'expressié in vivo dels DREADDs es
pot aconseguir mitjancant dues estratégies: injeccié estereotaxica d’un vector viric que
codifiqui DREADD i/o generacié de linies de ratoli transgéniques que expressin
DREADD en subpoblacions de neurones especifiques. En |'estratégia del vector viric
solen utilitzar-se dissenys adeno-associats (AAV) ja que presenten tropisme pel SNC,
baixa immunogenicitat i no causen mutagénesi insercional. En neurociéncia, els
serotips més utilitzats son I'1, 2, 5, 6, 8 i 9 pero cal vigilar el tipus neuronal d’interés ja
que I'afinitat, la transduccié i la capacitat de difusié varia (1-4 difusié limitada i 5-9

difusid més llunyana) (Krashes et al., 2011; Aldrin-Kirk and Bjorklund, 2019).

hM3Dq DREADD hM4Di DREADD

Figura 2. Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs (DREADD). Modificacié de receptors
muscarinics de proteines G (GPCRs). En la part esquerra es mostra el DREADD excitador hM3Dq i en la part dreta es
representa el DREADD inhibidor hM4Di, en ambdds casos responent a la droga especifica clozapine-N-oxide (CNO).
(Imatge de Aldrin-Kirk and Bjérklund, 2019).

El laboratori de Neuroanatomia Funcional de la Universitat Jaume | va encomanar a
I'Institut Champalimaud for the Unknown de Lisboa la produccié d’un vector viric AAV

que sota el promotor de I'OT codifica un DREADD inhibidor per neurones
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oxitocinergiques (OTérgiques). El vector viric codifica per a una proteina fluorescent de
la familia de les Green Fluorescent Protein (GFP) anomenada mCherry que permet
monitoritzar I'expressié del receptor. L'Us d’aquesta eina biotecnologica permetria
inhibir especificament les cél-lules OT positives per posteriorment poder estudiar la
conducta maternal de les femelles de ratoli. Per aquest motiu, el primer pas de
I’experiment consisteix en comprovar si el vector viric adquirit és especific de neurones
OTergiques i que la seva administracid a la regid desitjada no desencadena una reaccié

immunologica.

3. HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS

3.1 Hipotesi de treball

Per correlacionar la conducta maternal amb I'activitat de les neurones OTeérgiques, es
pretén inactivar selectivament aquestes cel-lules mitjangant I'4s d’un vector viric. El
primer pas d’aquest experiment és comprovar que |'expressié del vector viric AAV2/1-
MOXT-hM4D(Gi)-mCherry-WPRE esta restringida a les cel-lules que produeixen OT

(cél-lules OT positives).

3.2 Objectius

Per testar aquesta hipotesi es volen assolir els seglients objectius:

1. Comprovar la capacitat infectiva del vector viric AAV2/1-mOXT-hM4D(Gi)-
mCherry-WPRE quan és injectat estereotaxicament en un nucli de I’hipotalem
preoptic/anterior conegut com a comissura anterior/area preoptica
anterodorsal (AC/ADP) de femelles de ratoli CD1 adultes.

2. Verificar I'especificitat del vector viric AAV2/1-mOXT-hM4D(Gi)-mCherry-WPRE
quan és injectat estereotaxicament en I’AC/ADP de femelles de ratoli CD1
adultes.

3. Veure si proteines alienes al ratoli (codificades al vector DREADD) causen una
reaccid glial, que reflectis una resposta immune innata. El procés inflamatori
associat a aquesta resposta immune podria afectar a la funcié neuronal del lloc
d’injeccid, fent inespecifica I'accié del vector viric DREADD independentment

de I’Gs de la droga CNO.
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4. MATERIAL | METODES

4.1 Vector viric

El vector viric AAV que codifica DREADD, AAV2/1-mOXT-hM4D(Gi)-mCherry-WPRE, ha
sigut produit per Congento (Consortium for Genetically Tractable Organisms), una spin-
off de I'Institut Champalimaud for the Unknown de Lisboa. Aquest constructe viric esta
basat en un disseny previ ja comercialitzat (pAAV-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry;
addgene, plasmid #44361) (Annex 1). En concret, el disseny utilitzat a I'experiment
expressa un GPCR inhibidor fusionat a mCherry que permet inhibir cél-lules si
s’administra la droga especifica del DREADD, en aquest cas, el CNO. A més, aquest
vector viric té substituit el promotor de la sinapsina humana per 1kb upstream de I'exé
1 del gen de I’OT de ratoli (Figura 3), el qual esta comprovat que indueix I'expressié de
les cel-lules OTergiques (Fields et al., 2012). El vector viric es va rebre en gel sec a un
titol de 2'74x10'* copies de genoma/mL (GC/mL) i es va congelar a -202C. Més tard, es

van fer aliquotes que es van congelar a -802C.

ITR WPRE ITR
polyA

Figura 3. Esquema representatiu del vector viric utilitzat per expressar els receptors muscarinics de proteines G
(GPCRs) modificats en neurones OTeérgiques. El disseny del vector compren: repeticions terminals invertides
(inverted terminal repeat, ITR); promotor de l'oxitocina (OXT promoter); GPCR inhibidor fusionat a mCherry
(hM4D(Gi)-mCherry); element regulador postranscripcional del virus de I'hepatitis en marmotes (woodchuck
hepatitis virus post-transcriptional regulatory element, WPRE); cua de polyA (polyA). (Figura modificada de
Pefiagarikano et al., 2015).

4.2 Basic Local Alignment Search Tool

Per comprovar que no hi ha cap seqliencia al genoma del ratoli que presenti alguna
similitud amb la regié del promotor de I'OT (1kb upstream de I'exé 1 del gen) present
al constructe viric, es va realitzar un Basic Local Aligment Search Tool de nucleotids
(BLASTNn). Per aquest motiu, es va utilitzar l'eina bioinformatica del BLAST,
proporcionada pel National Center for Biotechnology Information (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov), que cerca similituds en seqliencies realitzant alineaments
entre una seqiiéncia d’interes (query) i una base de dades de nucleotids, en aquest cas
ha sigut de genomic i transcrit de ratoli (Mouse Genomic + Transcript). Vam triar el
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programa High similar sequences (megablast) que busca seqiéncies amb més d’un

95% de semblanga.

Per tal d’obtenir la seqliéncia del promotor de I'OT (query) es van consultar les bases
de dades NCBI i Ensembl (www.ensembl.org). L'OT murina (oxytocin, mus musculus) es
troba al cromosoma 2 i conté tres exons (posicions 130576173-130576329;
130576591-130576792 i 130576877-130577054) (Annex 3). La zona d’interés es va
restringir des de la localitzacié 130575173 fins a 130576173 (-1kb fins a I'inici de I'exé
1).

4.3 Animals

Es van utilitzar femelles adultes de la soca de ratoli SWISS Mouse o CD1 que pesaven
aproximadament 45g. Aquesta soca és de color albi i no endogamica, i és molt
utilitzada en recerca biomedica. A més, és una soca que es caracteritza per ser docil i
mostrar un comportament maternal fort (Janvier Labs, 2019). Els animals es van
obtenir de la casa comercial Janvier Labs (Janvier-Europe, Le Genest Saint Isle, France) i
es van estabular en caixes al Servei d’Experimentacié Animal de la Universitat Jaume |
en cicles de 12 hores de llum (8:00-20:00) i 12 hores de foscor (20:00-8:00), a
temperatura i humitat constants (21-222C, 50% HR) i amb menjar i aigua ad libitum. Els
animals van ser tractats d’acord amb el Reial Decret RD-53/2013, i el procediment
experimental del projecte va ser aprovat per la Comissié Deontologica de la Universitat
Jaume | iautoritzat per la Generalitat Valenciana (2017/VSC/PEA/00124). A més, es va
seguir el “Principi de les 3 R’s” (Reduccid, Refinament i Reemplacament) descrit per

Russell i Burch en 1959.

4.4 Cirurgia estereotaxica

Els ratolins es van anestesiar utilitzant la cambra d’induccié d’isofluora (Vetflurane 250
mL; Alvet, 091VN100550) al 3'5% amb una saturacié d’oxigen a 1’2L/min. A
continuacio, es van col-locar en |'aparell estereotaxic i es va administrar I'analgésia de
buprenorfina (Buprenodale 0’3mg/mL 10mL; Alvet, 000626; injectant 3ulL/g de pes
corporal d’'una dilucié 1/50 en sali) i I'anti-mucus Atropina (Atropine B Braun 1mg/mL;
B. Braun, 8470008968299; injectant 2’5uL/g de pes corporal d’una dilucié 1/50 en sali)

per inhibir les glandules salivals i mucoses, ambdds via subcutania (VSc). La
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temperatura corporal es va mantenir gracies a I'Us d’'una manta térmica, i la dosi
d’isofluora (Vetflurane 250 mL; Alvet, 091VN100550) es va baixar al 2’5% mentre es
feia passar el flux per una mascareta connectada a I'aparell estereotaxic. A més, es va
aplicar l'unglent oftalmologic (Lubrithal 10g; Alvet, 016031329) per prevenir la
dessecacié de la cornia. Es van ajustar les barres maxil-lars per evitar que el cap de
I'animal estigués inclinat, es va desinfectar amb etanol 70% i es va afaitar el pel.
Seguidament, es va tallar I’area a operar per deixar el crani al descobert i es van evitar
hemorragies amb material hemostatic (Espongostan flim; Takeda, 84700032444428).
Per assegurar que el crani estava pla, es va mesurar la profunditat dels punts de
referencia a I'encéfal Bregma i Lambda (Figura 4), i es va ajustar la inclinacié fins que la
diferéncia entre ambdds va ser menor de 0'1lmm. Per tal d’injectar a ’AC/ADP sense
passar per feixos fibrosos que podrien afectar a la direccié o integritat del capil-lar, es
va optar per entrar en un angle de 349. Les coordenades necessaries van ser
consultades a I’Atles The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates (Paxinos and Keith
B.J., 1997), i van ser les seglients: antero-posterior (A-P) Bregma -2’70mm, medio-
lateral (M-L) Bregma -0’15mm i dorso-ventral (D-V) Bregma -4’48mm (Annex 2). Amb
les coordenades A-P i M-L, es va assenyalar el punt on després es va fer el forat
d’entrada.

Per a injectar la solucidé del vector viric sense causar lesions cerebrals, es van utilitzar
capil-lars estirats previament amb un estirador de pipetes fins obtenir micropipetes
amb una punta de 25um de diametre. Les micropipetes es van segellar amb silicona i
una vegada assecades es van omplir amb oli mineral mitjangant una xeringa Hamilton
(Hamilton, syringe 75N, 5uL,PT2, 26S GA). A continuacié, es va carregar
aproximadament 1’5ulL de la solucié del vector viric per la punta de la micropipeta.
Després, es va canviar el brac de I'estereotaxic pel bra¢ de I'injector amb el sistema
capil-lar-xeringa. Es va canviar I'angle (342) i es va entrar a I'encéfal a una profunditat
(P) de -5’40mm, que amb aquest angle dona la coordenada D-V (Annex 2). L'injector
(KDS 310 Plus Nano Legacy Syringe Pump) es va utilitzar tant per a carregar el vector
com per a injectar-lo. Es va seleccionar el programa d’injeccié desitjat (0’4uL a un flux
de 0'03pL/min) i es va procedir a la injeccié unilateral, és a dir, en un sol hemisferi.
Finalment, es va tancar la ferida amb adhesiu topic (Histoacryl blue 0’5 mL; Alvet,

0511050044). Passades 18-24 hores, es va tornar a administrar analgesia.
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posterio

Figura 4. Bregma i Lambda a I’encéfal d’un ratoli. Punts de referéncia utilitzats en estereotaxia.

4.5 Perfusio i obtencid de seccions d’encefal

Les femelles es van perfondre de 7 a 28 dies després de la injeccid. Es van anestesiar
via intraperitoneal (IP) amb una sobredosi de pentobarbital sodic (Dolethal; injectant
4uL/g de pes corporal). La perfusid es va portar a terme fent una puncié cardiaca en el
ventricle esquerre i alliberant el circuit a nivell de I'auricula dreta. Primer es va passar
solucié salina (NaCl 0'9%) durant 4 minuts i es va seguir per 15 minuts de la solucié
fixadora de paraformaldehid (PFA) 4% en 0'1IM de fosfat, pH 7’4, i a un flux de
5’5mL/min, en ambdds casos. Els encéfals van ser extrets dels cranis i postfixats
overnight (ON) a 42C amb la solucié postfixadora de PFA 4% en 0’1M de fosfat. Passat
aquest temps, es va reemplagar el PFA 4% en 0'IM de fosfat per la solucio
crioprotectora de sacarosa 30% (en 0'01M de fosfat sali, PBS, pH 7’6) fins que es van
enfonsar aproximadament passades 48 hores. Seguidament, els encefals es van tallar
frontalment a un gruix de 40um utilitzant el microtom de congelacié (Leica SM2000R).
En concret, es van obtenir 5 series paral-leles frontals (F1-F5) que van ser congelades
en sacarosa 30% (en 0'01M de PBS, pH 7’6) per després poder realitzar altres

tecniques com immunofluorescencia i immunohistoquimica.

4.6 Immunofluorescéncia

Es van utilitzar tecniques d’'immunofluorescéncia en les series F2 dels animals per
detectar la colocalitzacio del vector viric i les cel-lules OT positives. Aquesta observacio
va ser possible gracies a l'expressié per part del vector de la proteina mCherry
(proteina reportera del DREADD) que emet fluorescéncia (Aex587nm i Aem610nm). Per
a detectar les cél-lules OT positives es va utilitzar un anticos primari anti-oxitocina (fet

en ratoli) que alhora es va acoblar amb |’anticos secundari anti-IgG de ratoli (fet en
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cabra) conjugat amb el fluorocrom Cascade Blue (Aex403nm i Aem420nm). Es va fer
servir una serie parallela de cada femella de ratoli per realitzar Ila
immunofluorescencia. Les seccions es van incubar seqiiencialment a temperatura
ambient i en agitacié (190rpm) amb (1) 5mL de borohidrur de sodi (NaBH4) 1% en
0’05M tampé sali tris (TBS) a pH 7’6 durant 30 minuts i en obscuritat per tal de
bloquejar I'autofluorescéncia; (2) Normal Goat Serum (NGS) 4%, i 0,3% Triton X-100 en
TBS durant 1 hora; (3) I'anticos primari, dilucié indicada a la Taula 1 en NGS 4%, 0,3%
Triton X-100 en TBS durant 1 hora i després 48 hores a 49C; (4) I'anticos secundari,
dilucié indicada a la Taula 1 en 0'3% de Triton X-100 en TBS, durant 90 minuts i a
temperatura ambient. Es van fer rentats utilitzant TBS (excepte entre els passos 2 i 3).
Finalment, els talls es van esbandir en tampd tris (TB), es van ordenar de rostral a
caudal a sobre d’un portaobjectes amb TB-gelatina i es va cobrir utilitzant medi de

muntatge Fluoromount (Millipore, 345789-20ML).

Taula 1. Anticossos i dilucions utilitzades en la immunofluorescéncia.

Anticos Dilucio

Primari (reutilitzat). Mouse anti-Oxytocin; Harold Gainer, clone PS60. 1:250

Secundari. Cascade Blue goat anti-mouse IgG; Invitrogen, €962, lot 1:250

51146A; en glicerol.

4.7 Immunohistoquimica

Es van realitzar técniques immunohistoquimiques permanents en les séries F3 dels
animals per comprovar si la injeccio del vector viric havia provocat una reaccié glial al
teixit. Per aquesta tasca, es va utilitzar I'anticos Ibal (ionized calcium-binding adapter
molecule 1) que s’expressa en la microglia. Les seccions es van incubar seqiiencialment
a temperatura ambient i en agitacié (190rpm) amb (1) 1% de peroxid d’hidrogen
(H202) en TBS, pH 7’6 durant 30 minuts per inhibir les peroxidases endogenes; (2)
Normal Rabbit Serum (RNS) 4%, Bovine Serum Albumin (BSA) 2% i 0'3% Triton X-100 en
TBS durant 1 hora; (3) I'anticos primari, dilucié indicada a la Taula 2 en RNS 2%, BSA 2%
i 0,3% Triton X-100 en TBS ON; (4) I'anticos secundari biotinilat, dilucié indicada a la

Taula 2 en RNS 2%, BSA 2% i 0’3% Triton X-100 en TBS durant 2 hores; (5) complex
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avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain Elite ABC HRP Kit; Vector Labs, PK-6200) en TBS
durant 90 minuts. Es van fer rentats utilitzant TBS (3x15 minuts) després dels passos 1,
3,415, iabans de fer el revelat histologic, es va rentar amb TB (2x10 minuts). La
deteccid histoquimica de I'activitat peroxidasa es va fer amb una incubacié en H,0;
0’1% i diaminobencidina (DAB) 0'025% en TB durant aproximadament 15 minuts. Els
talls es van esbandir en TB i es van ordenar de rostral a caudal a sobre d’un
portaobjectes amb TB-gelatina. Finalment, es van deshidratar utilitzant banys d’etanol
96% (5 minuts), etanol pur (5 minuts) i xilé (2x10 minuts) i es va cobrir utilitzant medi

de muntatge DPX (Scharlau, DP0O0500500).

Taula 2. Anticossos i dilucions utilitzades en la immunohistoquimica.

Anticos Dilucié
Primari (reutilitzat). Goat anti-IBA1; Abcam, ab5076 1:500
Secundari. Biotinilated rabbit anti-goat; Vector, BA-1000 1:250

Terciari. Vectastain Elite ABC HRP Kit; Vector Labs, PK-6200. -

4.8 Analisi de la fluorescencia

La fluorescencia propia de la proteina reportera mCherry es va observar amb el
microscopi de fluorescencia invertit (Olympus BX61, camera Leica DFC550). Es va
utilitzar el filtre TRITC (vermell, A530-550nm) per tal de comprovar si hi havia injeccio.
Les imatges necessaries per tindre el tall complet es van prendre amb el programa LAS
Core utilitzant I'objectiu de 4x i es van unir amb el programa Imagel (imagej.nih.gov).

Es van obtenir detalls de les injeccions amb els objectius de 10x i 20x.

4.9 Analisi de la immunofluorescéncia

La immunofluorescéncia es va observar amb el microscopi confocal invertit (Leica SP8
Confocal Laser Scanning). Es van utilitzar els lasers 405 (Cascade Blue, Aem410-430nm),
488 (dextranamina marcada amb fluoresceina, FDA, Aem500-540nm) i 561 (mCherry,
Aem590-630nm). Les seccions d’interés es van prendre amb el programa LAS X fent un
stack d’imatges cada 4um de profunditat en un format d’imatge de 512x512 pixels
amb els objectius de 5x i 20x. Els stacks van ser processats per tal d’obtenir la maxima

projeccié amb el programa d’analisi d’imatges ImageJ (imagej.nih.gov). Primer, es va
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restringir una regié d’interés (Region of Interest, ROI) al voltant de I'area de la injeccié
en el canal vermell (Figura 5C). Després, es van comptar les cel-lules OTergiques
(blaves) contingudes en aquesta regid (Figura 5D). Finalment, es van comptar les
cél-lules que apareixien en ambdds canals (colocalitzacié del vector DREADD amb les

cél-lules OTergiques).

A

L]

Figura 5. Processat de les imatges per I'analisi de la immunofluorescéncia. Imatge a pocs augments on es veu el
lloc d’injeccio (vermell) i les cel-lules OTergiques (blau) (A). Detall de la maxima projeccié del requadre de la imatge
anterior a 200x en els tres canals activats (B). Regié d’interes (ROI) seleccionada al voltant de I'area de la injeccié
(C). Comptatge de ceél-lules OTergiques dintre del ROI (D).

4.10 Analisi de la immunohistoquimica

La immunohistoquimica permanent es va observar amb el microscopi optic (Leica
DM750, camera Leica DFC450C), i es van obtenir imatges de les seccions d’interés amb
el programa Las Core per comprovar si hi havia microglia activada al teixit. La majoria
de les imatges es van prendre amb |'objectiu de 4x i alguns detalls amb els objectius de

10x, 20x i 40x.
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5. RESULTATS

5.1 BLASTn

El BLASTn ha mostrat que el valor esperat (E-value), relacionat amb el nombre
d’alineaments previstos amb la mateixa puntuacié que esperariem trobar, és 0 (Figura
6). Aquest resultat indica que la similitud entre la query i la base de dades no és
deguda a I'atzar i, per tant, que el promotor inserit al constructe viric AAV2/1-mOXT-
hMA4D(Gi)-mCherry-WPRE és especific d’'una regié del cromosoma 2 del ratoli on es
troba el gen de I'OT. Més en concret, el primer alineament correspon a la regié
genomica upstream a I'exé 1 del gen de I'OT. El segon alineament es correspon a un

missatger hipotetic també de I’OT (Annex 3).

Distribution of the top 2 Blast Hits on 2 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W40 W 40-50 50-80 W e20-200 W>=200

I | | | | |
1 200 400 600 800 1000

Sequences producing Egriicant algrments:

Figura 6. Resultats del BLASTn entre el promotor de I'OT murina i les bases de dades de genomic i transcrit de
ratoli. Alineament i puntuacions obtingudes amb I’eina bioinformatica BLAST (blast.ncbi.nIm.nih.gov).

5.2 Comprovacié de la injeccié

El resultat de la injeccid es va poder comprovar gracies a I'expressio de la proteina
fluorescent mCherry codificada pel vector. No va ser possible observar la injeccid en
les quatre primeres cirurgies estereotaxiques (M1947-M1950, 7 dies de supervivéncia)
possiblement per la dificultat en la carrega de la micropipeta amb la solucié del vector
viric. Per millorar aquesta part del procediment, vam barrejar el vector viric amb FDA,
1:1. Aquesta barreja és de color verdds, facilitant la manipulacid i la injeccid

estereotaxica i, a més, permet comprovar que la solucid ha entrat al teixit cerebral al
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donar una marca fluorescent. Després d’aplicar aquesta millora va ser possible
realitzar i detectar injecciéd en dos animals operats (M1951-M1952). La injeccié va
quedar molt lateral en un d’ells (M1952, 28 dies de supervivencia) pel que ens
centrarem en els resultats de I'altre animal (M1951, 14 dies de supervivéncia) on la
injeccid va ser més propera al lloc desitjat. En aquest ratoli, es va trobar senyal de la
injeccié des de Bregma +0'38mm fins a Bregma -1'06mm (Figures 7-11). Es pot
observar el senyal en I’hemisferi injectat i I'abséncia d’aquest en I’hemisferi
contralateral. Tot i que I'objectiu era injectar en I’AC/ADP, el resultat obtingut ha sigut
més rostral i lateral arribant a I’area preoptica lateral (LPO).

4 3 2 1 ° 1 2 3

FIGURE 28

Interaural 4.18 mm Bregma 0.38 mm

Figura 7. Injeccié al nivell Bregma +0’38mm. Imatge de microscopia de fluorescéncia i esquema de referencia de
I’Atles (Paxinos and Keith B.J., 1997) on s’ha trobat expressié de la proteina reportera mCherry, present al vector
viric. Reconstruccio de totes les imatges necessaries per captar el tall complet, escala grafica de 500um.
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FIGURE 30

Interaural 3.94 mm Bregma 0.14 mm

Figura 8. Injeccié al nivell Bregma +0’14mm. Imatge de microscopia de fluorescéncia i esquema de referéncia de
I’Atles (Paxinos and Keith B.J., 1997) on s’ha trobat expressié de la proteina reportera mCherry, present al vector
viric. Reconstrucciod de totes les imatges necessaries per captar el tall complet, escala grafica de 500um.
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Figura 9. Injeccié al nivell Bregma -0’10mm. Imatge de microscopia de fluorescencia i esquema de referéncia de
I’Atles (Paxinos and Keith B.J., 1997) on s’ha trobat expressio de la proteina reportera mCherry, present al vector
viric. Reconstrucciod de totes les imatges necessaries per captar el tall complet, escala grafica de 500um.
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FIGURE 35

Interaural 3.34 mm Bregma -0.46 mm
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Figura 10. Injeccid al nivell Bregma -0'46mm. Imatge de microscopia de fluorescéncia i esquema de referéncia de
I’Atles (Paxinos and Keith B.J., 1997) on s’ha trobat expressié de la proteina reportera mCherry, present al vector
viric. Reconstruccio de totes les imatges necessaries per captar el tall complet, escala grafica de 500um.
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FIGURE 40

Interaural 2.74 mm Bregma -1.06 mm

Figura 11. Injeccié al nivell Bregma -1’06mm. Imatge de microscopia de fluorescencia i esquema de referéncia de
I’Atles (Paxinos and Keith B.J., 1997) on s’ha trobat expressié de la proteina reportera mCherry, present al vector
viric. Reconstruccio de totes les imatges necessaries per captar el tall complet, escala grafica de 500um.

A pocs augments es pot observar el lloc d’injecciéd (Figures 7-11) perd a majors
augments es pot veure que I'expressio de mCherry queda continguda en el citoplasma
de les cél-lules (Figura 12) i en ocasions en forma d’acumulacions granulars,

probablement vesicules de transport.

23



Figura 12. Detall del nivell Bregma +0’14mm. Imatges a diferents augments on es poden apreciar les cél-lules
marcades. Escala grafica de 500um, 250um i 125um.

5.3 Comprovacio de I'especificitat

Una vegada comprovat que es va aconseguir injeccié del vector viric, es va passar a
verificar I'especificitat. Per aix0d, es va utilitzar una série de talls frontals on es va
realitzar la deteccié d’OT amb immunofluorescencia emprant com a fluorofor el
Cascade Blue. D’aquesta manera, amb microscopia confocal es va poder comprovar si
hi havia colocalitzacié de la proteina mCherry (codificada pel vector, senyal vermell)
amb I'OT marcada (Cascade Blue, senyal blau). La Taula 3 mostra el comptatge de
cél-lules OT positives dintre del lloc d’injeccié aixi com també les OT positives que van
ser infectades pel vector (mCherry positives). Tal i com es pot observar a la Taula 3, no
totes les cel-lules OT positives van captar el vector viric. El resultat indica que
aproximadament un 17% de les cél-lules OT expressaven mCherry. Aixo indica que, en
les condicions experimentals emprades, el vector viric no sols s’expressa a una part de

les cél-lules OT siné també a cel-lules que no sén OTeérgiques.

Taula 3. Colocalitzacié al lloc d’injeccié de cel-lules oxitocina positives (OT+) i OT+ i mCherry+.

Bregma Nucli oT+ OT+ i mCherry+
+0’38mm - 0 -
+0’'14mm - 0 -
-0’10mm BST 2 1
-0’10mm AC/ADP 13 1
-0’46mm Pa 14 2
-1’06mm PaPo 12 3
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5.4 Analisi de la microglia

Després d’haver comprovat la injeccié, també es va voler veure si I'administracio del
vector viric i, per tant, 'expressid6 de proteines alienes al ratoli per les neurones
infectades produia una resposta del sistema immune que es traduia en una activacié
de la microglia. Per a dur a terme aquesta tasca es va utilitzar I'anticos anti-lbal, el
qgual augmenta la seva expressid com a conseqiiéncia de l'activacié de la microglia
durant la inflamacié (microglia reactiva). Aquesta microglia activada es pot diferenciar
facilment de la no activada per mostrar una morfologia més ramificada i una major

densitat de marcatge Ibal (Figura 13).

En el nostre cas, vam poder observar zones amb microglia activada en I'escorca de
I’hemisferi injectat, coincidint en el lloc d’entrada de la micropipeta en la cirurgia
(Figura 13). Aquest resultat indica un procés inflamatori degut a la lesié superficial

causada durant la cirurgia i valida I’Us de Ibal com a marcador d’inflamacid.
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Figura 13. Immunohistoquimica per a comprovar activacié de la microglia (Ibal). Reconstruccié de totes les
imatges necessaries per captar el tall complet. Es pot veure I'entrada de la micropipeta en I'escorga esquerra, escala
grafica de 500um. Es diferencia molt bé la microglia reactiva (Ibal) deguda a la injeccid al comparar-ho amb
I"hemisferi contralateral. Detall de la immunohistoquimica per a comprovar activacié de la microglia (Ibal).
Ampliacié de les regions ressaltades en la imatge anterior on es pot veure la microglia reactiva (blau, A) en
comparacio a la no activada (verd, B). Escala grafica de 250um en Ai B i 50um en A” i B”.

La comparacié entre el lloc d’injeccié i la localitzaciéd equivalent en I’hemisferi

contralateral ens permet comprovar si la presencia del vector viric provoca reaccié
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inflamatoria. Tal i com mostra la Figura 14, I'aspecte del teixit entre ambdds hemisferis

és semblant, fet que no suggereix I'activacié de la microglia.

Br 0,38
Br0,14

Br-0,46
Br-1,06

Figura 14. Lloc d’injeccié i immunohistoquimica per a comprovar reactivitat de la microglia (lbal) en els nuclis
injectats. Imatges representatives dels mateixos nivells de Bregma on es va trobar expressiéo de mCherry en ambdds
hemisferis: injectat (imatges centrals) i contralateral (imatges a la dreta). Escala grafica de 500um.
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6. DISCUSSIO

L’Us d’aquest vector viric com a ferramenta biotecnologica permetra analitzar el paper
de les cél-lules OT positives en la conducta social i, especialment, en la conducta
maternal. Amb la tecnologia DREADD, es pretenen inhibir selectivament les neurones
OTergiques que es troben concretament en I'AC/ADP per tal de comprovar com

aquesta poblacié cel-lular influeix en el comportament maternal (Bosch, 2013).

En la major part dels models sobre les bases neuroendocrines de la conducta maternal
es considera que I'OT té un paper més rellevant que si es tractés d’'una hormona,
actuant en molts llocs del SNC (Numan and Insel, 2003). Les idees més recents (Numan
and Woodside, 2010; Numan and Young, 2016) plantegen que I'accié central de I'OT és
fonamentalment sinaptica, suggerint que el nucli Pa és la principal font d’aferéncies

OTergiques dels circuits implicats en el control de la conducta maternal (Figura 15).

Maternal Behavior
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Figura 15. Circuit neural regulador de certs aspectes de la conducta maternal. L’oxitocina (OT) actua en diversos
nuclis promovent respostes maternals. Les connexions que acaben en una fletxa sén activadores i les que acaben en
una barra son inhibidores dels comportaments maternals. (Imatge de Numan and Woodside, 2010).

Les dades anatomiques i neuroquimiques més recents (Otero-Garcia et al., 2016) per
contra suggereixen que les cél-lules OT de I'area preoptica, que conformen el nucli
AC/ADP, serien una font important d’innervacié nonapeptidergica del nucli accumbens
(Acb) i I'amigdala central. Aquestes innervacions podrien mitjancar la influéncia de I'OT
en la motivaciéd maternal incrementant-la i, a I’'hora, disminuint la por i 'ansietat. L'Us

de la tecnologia DREADD permetria testar aquesta hipotesi ja que inhibiria
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especificament les cél-lules OTergiques de I'area de ’AC/ADP durant un temps concret
i comprovar l'efecte en diversos aspectes de la conducta maternal (ansietat i

motivacid).

Un exemple directament relacionat amb la baixa ansietat tipica d’aquest periode és
I'agressid6 maternal o defensa del niu. Quan un individu adult s’acosta al niu d’una
femella lactant, aquesta I'ataca amb una agressivitat que ni tan sols mostren els
mascles en I'agressié territorial, fins i tot si el mascle és gran i intimidant. Hi ha moltes
evidencies que apunten que aquesta conducta depén estrictament de I'accid central
de I'OT (Bosch, 2013). Per tant, esperariem que la inhibicié de les cél-lules OT de
I’AC/ADP mitjangant DREADD-CNO en femelles lactants disminuis aquesta conducta
agressiva front a intrusos. Aquest fet s’avaluaria amb un test estandard d’agressio

maternal, on s’introdueix un mascle en la caixa de la mare en els primers dies postpart.

D’altra banda, durant la lactancia, les femelles mostren una motivacié especial per les
cries. Aix0 es tradueix en que, si les cries sén desplacades fora del niu, les mares
lactants fan més esforcos per retornar-les-hi que les femelles que no sén mares, les
guals no estan disposades a fer-ho. Per tal d’analitzar aquesta motivacio, al laboratori
tenen dissenyat un test (pup-retrieval motivat) que consisteix en posar les cries en un
racé de la caixa i darrere d’'una barrera de 10cm d’alcada. Per retornar-les al niu, les
femelles han d’agafar-les amb la boca i carregar-les escalant la barrera de tornada fins
al niu. L'esforg fisic que suposa només estan disposades a fer-lo les mares. La nostra
hipotesi de treball és que la inhibicié de les cel-lules OT mitjangant DREADD-CNO

disminuiria la resposta de les mares en aquest test.

6.1 Administracié estereotaxica i especificitat anatomica de I’expressio
del DREADD

En aquest disseny experimental hem d’aconseguir inhibir només les cel-lules OT de la
zona preoptica (AC/ADP). Aquesta especificitat anatomica es pot assolir utilitzant una

administracio estereotaxica del vector viric molt precisa.

La cirurgia estereotaxica realitzada al llarg d’aquests mesos ha comportat algunes
dificultats técniques que han impedit obtenir injeccions en el lloc desitjat, ’AC/ADP.

Tal i com es pot observar en les Figures 7-11, I'error en I'estereotaxia fonamentalment
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ha sigut en la coordenada M-L. Per millorar I’estereotaxia, en lloc d’obrir el crani en un
sol hemisferi (unilateralment, en I’"hemisferi que anem a injectar), aquesta técnica es
corregira en un futur trepanant un forat gran en la linia mitja per tal d’injectar
bilateralment. D’aquesta manera, durant I'operacié també podrem veure la fissura
interhemisférica i prendre-la com a referéncia per a la mesura de la coordenada M-L,

la qual cosa assegura una injeccid més precisa.

En qualssevol cas, els resultats demostren com I'administracié estereotaxica del vector
viric a través de micropipetes permet aconseguir I'expressié del DREADD, la qual es pot
monitoritzar gracies a la proteina reportera mCherry. En les primeres injeccions no
vam observar senyal de mCherry pero ignoravem si es devia a que no s’expressava el
vector o a la manca d’injeccid per pérdues o embussos al sistema d’injeccié. Una
modificacid técnica realitzada, que ha resultat molt valuosa, és I'addicié de FDA a la
barreja del vector viric. En cas de no trobar marcatge amb mCherry, aquesta millora
ens permetria descartar que la injeccid ha fallat degut a una possible pérdua del
sistema, no obtenint-se el senyal directe de color verdds i fluorescent al lloc injectat.
Seguint aquesta millora vam aconseguir dues injeccions corresponents als animals

M1951 i M1952.

Una altra millora que facilitaria la injeccié controlada dels volums desitjats podria ser
I’4s de micropipetes amb puntes de diametre més gros. En el nostre cas, s’han utilitzat
micropipetes de 25um de diametre per0d es podrien utilitzar puntes de 50um de
diametre, com es fa al treball de Pefiagarikano et al., 2015, per disminuir la pressié de

sortida en el moment de la injeccid.

D’aquesta manera, esperem aconseguir injeccions de volums controlats del vector en
la regid diana, 'AC/ADP, de forma repetible. La repetibilitat en aquest cas és
fonamental ja que només es pot comprovar la ubicacié i extensié del lloc d’injeccid

després de realitzar tots els test de conducta i perfondre I'animal.

6.2 Especificitat neuroquimica de I’expressiéo del DREADD

Una altra caracteristica que ha de tindre el vector viric és que els gens que codifica han
d’expressar-se només a les cel-lules OTergiques de forma que I'administracié de la

droga CNO inhibeixi especificament les cél-lules del lloc d’injecci6 amb aquest perfil
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neuroquimic. Aix0 s’aconsegueix dissenyant un vector on I'expressid del receptor

inhibidor hM4D(Gi) estigui sota el control del promotor de I'OT.

Els resultats del BLASTn indiquen que cap altra seqiiéncia en tot el genoma i
transcriptoma del ratoli presenta homologia amb el promotor de I'OT. Per tant,
I’expressié del DREADD i de mCherry hauria d’estar restringida només a les cel-lules OT
positives. No obstant, els nostres resultats mostren que moltes neurones que no sén
OTergiques també expressen mCherry. Aquest fet suggereix que I'expressié del vector
no és especifica, possiblement per un excés de particules viriques al teixit. Seguint les
recomanacions de la spin-off Congento, qui va produir aquest vector, vam utilitzar la
mostra de vector viric sense diluir-la, resultant en un titol de 10¥GC/mL. Estudis
similars on empraven vectors virics tipus DREADD amb el mateix promotor utilitzaven
titols de 10°GC/mL (Pefiagarikano et al., 2015) en ratoli i 10?GC/mL (Fields et al.,
2012) en rata. Aixd ens fa pensar que la manca d’especificitat seria deguda a I'elevat
titol viric emprat. Per tant, en el futur proposem baixar el titol de la mostra de vector
viric injectada per tal d’intentar que cada cél-lula estigui infectada per un nombre baix
d’AAV. D’aquesta manera, podriem disminuir la inespecificitat de |'expressié de

hMA4D(Gi) i de mCherry.

D’altra banda, els resultats dels estudis d’expressié de la proteina reportera mCherry
dins de la poblacié de cel-lules OT indiquen que no totes les cél-lules analitzades van
captar el vector. La immunofluorescéncia va mostrar que només el 17% de les
neurones OTérgiques presentaven colocalitzaci6 amb el senyal vermell (mCherry).
Aquest percentatge és baix comparat amb la resta de bibliografia consultada, on es
detecta colocalitzacié en aproximadament el 95% de les cél-lules OT positives (Fields et
al., 2012; Pefiagarikano et al., 2015). Una de les raons més probables per explicar
aquest fet és una falla en la tecnica estereotaxica. De fet, les injeccions obtingudes no
es van trobar centrades al nucli desitjat (AC/ADP) siné que van afectar a nuclis limitrofs
d’aquest. Tal i com hem comentat anteriorment, la injeccid va quedar lateral (Figures
7-11), en nuclis que no expressen OT. Les cél-lules OT positives de I’AC/ADP es
trobaven als voltants del lloc d’injeccié, només unes poques dins dels limits d’aquest.
D’entre aquestes, el percentatge de cel-lules doblement marcades és del 17%. Podriem

pensar que la major part de les cel-lules OT es localitzaven massa lluny del centre de la
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injeccid com per a incorporar el vector viric en quantitats suficients i expressar una

qguantitat detectable al microscopi de la proteina reportera mCherry.

Caldria afinar la cirurgia estereotaxica seguint les correccions anteriorment
mencionades per veure si una vegada s’hagi aconseguit la injeccié en I’AC/ADP es

detecta un percentatge més elevat de colocalitzacié OT-mCherry.

6.3 Activacio de microglia

L'expressié de proteines alienes al ratoli, com el receptor hM4D(Gi) i la proteina
fluorescent mCherry, podria provocar I'aparicié de microglia reactiva. Aquest fet és un
indicador directe del desenvolupament d’una resposta immune innata en I'encéfal
(Agustin-Pavén et al., 2016) que pot anar associat a un procés inflamatori del
parenquima nerviés de la zona injectada. Si aix0 ocorregués, les neurones del lloc
d’injeccié podrien veure modificada la seva activitat basal i la seva reactivitat,
independentment de que expressaren el vector viric i fins i tot amb independencia de
la presencia o no de la droga especifica del DREADD. Per tant, és necessari comprovar
previament que no hi ha microglia activada induida per I'expressié de les proteines
codificades pel vector viric.

Amb aquesta finalitat hem utilitzat el marcador Ibal que es troba sobreexpressat en la
microglia activada, la qual revela una morfologia dendritica més complexa que en les
cél-lules no activades. De fet, hem pogut observar una lesié en I'escorca de I’hemisferi
injectat fruit de I'entrada de la micropipeta durant la cirurgia estereotaxica (Figura 13),
tal i com també es va observar a I'estudi de Agustin-Pavén et al., 2016. Comparant
I’hemisferi injectat i el contralateral, s’aprecia que la immunoreactivitat de Ibal
obtinguda al nostre experiment revela la inflamacié associada a aquesta petita lesio

cortical. Aquest resultat valida I'Us de Ibal per a la finalitat desitjada.

En aquest sentit, en el lloc d’injeccid, els resultats de I'analisi de la microglia no han
mostrat diferencies en l'aspecte del teixit si comparem I'hemisferi injectat i el
contralateral a les dues setmanes postinjeccido. Aquest resultat concorda amb
I'obtingut a I'estudi de Aschauer, Kreuz and Rumpel, 2013 on la injeccié de diferents
tipus de serotips d’AAV (1, 2, 5, 6, 8 i 9) en I'encefal de ratoli no va induir una resposta

immune tres setmanes postinjeccié en comparacié a la resposta observada després de
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I'administracié de lipopolisacarids. No obstant aixd, contrasta amb els estudis de
Agustin-Pavon et al., 2016 on es va provar quatre i sis setmanes postinjeccié que
I'expressid de proteines alienes era suficient per augmentar la immunoreactivitat de
Ibal en comparacio a I'expressié de proteines propies de rosegadors, les quals no van
mostrar microglia activada.

Com a conclusié, no hem apreciat cap procés inflamatori després de la injeccié del
vector viric a titols de 10**GC/mL que donen una expressid massiva i no especifica de
les proteines que codifica. Per tant és molt improbable que amb titols virics reduits
que restringirien I'expressio a les poques cél-lules OTergiques de I’AC/ADP, es produis
cap procés inflamatori que pogués interferir amb els resultats de I’experiment DREADD

per a |'estudi de la neurobiologia de la conducta maternal.

7. CONCLUSIONS

1. La injeccié de 04uL de la mostra del vector viric AAV2/1-mOXT-hM4D(Gi)-
mCherry-WPRE en la regié preoptica de I'hipotalem de femelles de ratoli CD1
adultes és capag d’induir I'expressié de mCherry a nivells alts i detectables amb
el microscopi de fluorescéncia.

2. La técnica estereotaxica ens permet restringir I'administracié del vector viric a
les regions desitjades. Amb aquest treball proposem millores técniques per fer
I’administracié estereotaxica del vector viric més precisa i repetible.

3. En les condicions experimentals emprades, I'expressié de la proteina reportera
mCherry no es restringeix a la poblacid neuronal oxitocinérgica. Per fer
I’expressid més especifica, proposem baixar el titol viric a nivells de 10*°GC/mL.

4. L'expressio massiva de la proteina mCherry i, per tant, de hM4D(Gi) a
I’hipotalem preoptic de femelles de ratoli CD1 adultes no provoca cap reaccid
inflamatoria detectable amb el marcador Ibal a les dues setmanes de

supervivencia.
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8. PERSPECTIVES DE FUTUR

Un cop assolida I'especificitat del vector viric i la técnica de cirurgia estereotaxica
estigui optimitzada, es seleccionaran dos grups de femelles verges de ratoli CD1,
destinades a ser mares i verges respectivament. Cadascun d’aquests grups es dividira
alhora en dos subgrups, un grup control (sense injeccié del vector viric o en un locus
sense cél-lules OTergiques, es poden aprofitar les errades de |'estereotaxia per tal de

seguir el “Principi de les 3R’s”) i un d’experimental (amb injeccid del vector viric).

Les femelles del grup experimental, es sotmetran a la cirurgia estereotaxica amb la
injeccio bilateral del vector viric en ’AC/ADP. Les femelles destinades a ser mares es
ficaran a creuar. Passat el part, s’administrara per via IP la droga especifica del
DREADD (CNO) o el vehicle (sali) en tots els grups i es faran tests de conducta maternal
(pup-retrieval motivat i agressié maternal). Finalment, es perfondran els animals per
tal d’estudiar els encefals utilitzant técniques immunohistologiques i poder
correlacionar el comportament amb I'expressié del DREADD en la poblacié diana

(ceél-lules QT positives).
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Annex 1. Vector viric pAAV-hSyn-DIO-hM3D(Gg)-mCherry
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Figura A1(1). Vector viric pAAV-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry; addgene, plasmid #44361. Aquest constructe viric
ha servit com a model per dissenyar el vector utilitzat a I'experiment. (Veure material i métodes, apartat 4.1).
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Figura A2(1). Coordenades necessaries per injectar a la comissura anterior/area preodptica anterodorsal (AC/ADP)
amb un angle de 342. Antero-posterior (A-P) Bregma -2’70mm, medio-lateral (M-L) Bregma -0’15mm i profunditat

(P) Bregma -5"40mm. (Informacié consultada a I’Atles, Paxinos and Keith B.J., 1997).
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transcrits i

Informacié disponible a la base de

encia genomica,

Seqii

Figura A3(1). Localitzacié6 cromosomica del gen de I'oxitocina (OT) murina.

(

productes. El gen de I'OT murina es localitza al cromosoma 2 i conté tres exons.

longitud i seqiiéncia dels exons i

dades Gene del National Center for Biotechnology Information). Localitzacio,

introns del gen de I'OT murina. (Informacié disponible a la base de dades Ensembl).
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