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RESUMEN

El Trastorno del espectro autista (TEA) es considerado un desorden del neurodesarrollo. Se
caracteriza por deficiencias en la comunicacion verbal y no verbal, deficiencias en interaccién
social y conductas repetitivas o estereotipadas. Se desconocen las causas del TEA, sin embargo,
se ha demostrado que en el 20% de los casos existe un componente genético asociado. Algunos
de los genes afectados codifican para proteinas que participan en la estructura y funcion
sinaptica, por lo que algunos trastornos han sido denominados sinaptopatias, un ejemplo de lo
anterior es el sindrome Phelan-McDermid. Este sindrome es causado por la delecién del gen
Shank3 en un solo alelo. A la fecha es uno de los modelos mejor caracterizados para el estudio
del trastorno del espectro autista, ademas es el Unico que induce el fenotipo tipo autista causado
por una delecién monogenética especifica.

El gen Shank3 codifica para la proteina del mismo nombre (SHANK3), que se localiza en la
densidad post-sindptica de las neuronas glutamatérgicas. La proteina SHANK3 presenta dominios
de unién proteicos para la interaccién con los receptores glutamatérgicos, los cuales estan
estrechamente relacionados con los procesos de plasticidad sinaptica y aprendizaje.

Las personas diagnosticadas con TEA presentan alteraciones en la actividad neuronal relacionada
con areas de procesamiento visual, asi como la presencia de sobre-especificidad del aprendizaje
perceptual. Esta es definida como una adquisicién deficiente de la informacidon que refleja
inflexibilidad conductual y una falla en los mecanismos cognitivos que permiten generalizar una
regla. En el modelo murino, datos obtenidos en nuestro laboratorio muestran que ratones
deficientes de SHANK3 presentan alteraciones en la actividad neuronal de corteza visual primaria.
Considerando estos antecedentes, en este trabajo hipotetizamos que la haploinsuficiencia de
Shank3 podria estar asociada a la inflexibilidad cognitiva observada en el TEA, por lo tanto, el
modelo de autismo es mas propenso a desarrollar sobre especificidad del aprendizaje en una
tarea visual, y dificultad en aprender una nueva tarea visual. Nuestros resultados muestran que
los ratones SHANK3 desarrollan sobre especificidad del aprendizaje, mientras que los ratones
silvestres no desarrollan este tipo de conducta. Respecto a la actividad neuronal, observamos
diferencias entre las proporciones de neuronas selectivas en ratones SHANK3 y ratones silvestres
en distintas etapas de latarea. Por lo tanto, podemos concluir que a la par de le existencia de
problemas en el aprendizaje, existen alteraciones en la actividad neuronal asociada al
procesamiento de informacion en los ratones SHANK3. Lo cual corrobora nuestra hipdtesis.



1. Introduccion

1.1 Trastorno del Espectro Autista

El Trastorno del Espectro Autista (TEA) es un desorden del neurodesarrollo,
caracterizado principalmente por deficiencias en el lenguaje verbal y no verbal,
deficiencias en la interaccién social, conductas estereotipadas y repetitivas
(Carbonetto, 2014; Lord, Elsabbagh, Baird, & Veenstra-Vanderweele, 2018). En
muchos de los casos los sintomas anteriores tienen asociadas comorbilidades como
deficiencia intelectual, epilepsia, dificultades en la motricidad, trastorno de
hiperactividad con déficit de atencidn, ansiedad, trastornos del suefio vy
alteraciones en la percepcion sensorial, entre otros (Bourgeron, 2015; Phelan &
McDermid, 2011; Sala, Vicidomini, Bigi, Mossa, & Verpelli, 2015). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud, la prevalencia de este trastorno es de 1 en 160

infantes de todo el mundo (World Health Organization, 2018).

Las causas del TEA se desconocen, sin embargo, gracias a las herramientas
genéticas de diagndstico, se ha reportado que existe un componente genético
importante, se calcula que la heredabilidad de factores genéticos que predisponen
al autismo es de 52% (Gaugler et al., 2014). Los re-arreglos cromosémicos, las
variaciones en el nimero de copias de un gen o las variaciones en la codificacion de
secuencias explican mas del 20% de los casos clinicos (Huguet, Ey, Bourgeron, &
genetics, 2013; Leblond et al., 2014). La mayoria de los genes afectados codifican
para proteinas que participan en la formacidn de circuitos neuronales, usualmente
proteinas estructurales (neuroliginas y neuroexinas) y funcionales de las sinapsis, es
por lo que se ha acufiado el termino sinaptopatias (ver glosario) (Huguet et al.,

2013; Zoghbi & Bear, 2012).



1.1.2 Sindrome Phelan-McDermid

El sindrome Phelan-McDermid es un ejemplo de sinaptopatia, considerado como
parte del TEA. Los pacientes con este sindrome muestran ademas de los signos
caracteristicos del TEA, un retraso o no de desarrollo del habla, déficit intelectual
(de moderado a severo segun el caso), poco contacto visual, ansiedad, conductas
auto estimulatorias, hipotonia neonatal, dimorfismos craneo faciales menores,
menor sensibilidad al dolor, epilepsia, entre otros (Han et al., 2016; Phelan &

McDermid, 2011; Schmeisser & Verpelli, 2016).

Se cree que la sintomatologia asociada a este sindrome es causada por una
delecién en el brazo g del cromosoma 22 de humanos, provocando la perdida de
toda la regidn, lo que se puede traducir en una pérdida de aproximadamente 90
genes (Phelan & McDermid, 2011). El tamafio de las deleciones en este sindrome es
muy variable, puede ir de 0.1 a 10 Mb (Dhar et al., 2010; Wilson et al., 2003). Sin
embargo, el comin denominador en todos los casos reportados es la

haploinsuficiencia (ver glosario) del gen Shank3 (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema del cromosoma 22 y delecion de Shank3. La delecidon puede incluir los genes
ARSA, ACR, RABL2B SHANK3 y el telémero. Modificado de (Costales and Kolevzon, 2015).



1.2 SHANK3

El gen Shank3 se encuentra en el cromosoma 22, en la regidén g13.3. Abarca cerca
de 60 kb de ADN, tiene 22 exones. Este gen codifica para la proteina SHANK3, que
debido a splicing alternativo puede traducirse en seis isoformas (SHANK3a,
SHANK3b, SHANK3c, SHANK3d, SHANK3e y SHANK3f). Esta proteina es miembro de
la familia SHANK (ver glosario), esta familia comprende a las proteinas SHANK1,
SHANK2 y SHANK3 que son codificadas por los genes Shankl, Shank2 y Shank3
respectivamente. Es una proteina de anclaje de la densidad postsinaptica (ver
glosario) en neuronas glutamatérgicas. Estructuralmente SHANK3 cuenta con cinco
dominios de unién a proteinas, ANK (regién de seis repeticiones de anquirina), SH3
(por sus siglas en inglés: Src Homology 3), PDZ, PRO (region rica en prolina) y SAM
(por sus siglas en ingles Sterile Alpha Motif) (Carbonetto, 2014; Costales &
Kolevzon, 2015; Monteiro & Feng, 2017). El dominio ANK |le permite interactuar con
el citoesqueleto a través de a-fodrina, la regidon SH3 interactua con la proteina GRIP
y con canales de calcio dependientes de voltaje. El dominio PDZ, interactia de
manera directa con los receptores AMPA (ver glosario) y con las proteinas SAPAP1
(por sus siglas en inglés: SAP90/PSD95- associated protein 1”), que a su vez
interactian con los receptores NMDA (ver glosario). En la regién rica en prolina
(PRO), se une la contractina y la proteina Homer, la cual interactia con los
receptores mGlu (ver glosario). Finalmente se encuentra el dominio SAM, el cual es
requerido para la localizacién de SHANK3 a la densidad postsinaptica (ver glosario)

(Fig. 2) (Monteiro & Feng, 2017; Naisbitt et al., 1999).



SHANK3

a-fodrina

Figura 2. Esquema de la proteina SHANK3. El esquema ilustra los dominios de unién a proteinas de
SHANK3, repeticiones de anquirina (ANK), SH3, PDZ, regidn rica en Prolina (Pro) y SAM, y su
expresién en la post-sinapsis.

SHANK3 se expresa en grandes cantidades en el corazoén, y de forma moderada
en el bazo y en el cerebro, en este Ultimo se encuentra altamente expresada en
sinapsis cortico-estriatales, talamo, hipocampo y cerebelo (Lim et al., 1999; X.
Wang et al., 2011). Existen cinco isoformas de esta proteina que se expresan de
forma diferencial en funcién del momento de desarrollo, tipos celulares o regiones
cerebrales (Tabla 1). Ademas, varian en la composicion de los dominios de unién a
proteinas que las componen, SHANK3a, SHANK3c, SHANK3d, SHANK3e y SHANK3f
contienen los dominios PRO y SAM, mientras que SHANK3b carece de los dominios
PRO y SAM; a pesar de esto la ausencia de cualquiera de las isoformas produce el
fenotipo conductual antes mencionado (Bozdagi et al., 2010; Carbonetto, 2014;

Jiang & Ehlers, 2013).

Tabla 1. Se muestran los niveles de expresion relativa de las cinco isoformas de SHANK3 en distintas
estructuras del cerebro.

Region Cerebral SHANK3A SHANK3B SHANK3C SHANK3D SHANK3E

Cuerpo estriado alta baja baja baja alta
Corteza presente baja baja baja presente
Hipocampo presente baja baja bbaja presente
Talamo presente baja baja baja presente
Amigdala presente baja baja baja presente

Cerebelo baja baja alta alta baja



1.3. Modelo murino del sindrome Phelan-McDermid

Shank3 es un gen muy conservado que se expresa en moscas, peces, ratas, ratones
y primates no humanos (Jiang & Ehlers, 2013; Meshalkina et al., 2018; Monteiro &
Feng, 2017; Wu et al., 2017; Zhao et al., 2017). A la fecha se han creado ratones con
diversas mutaciones en el gen Shank3 localizado en el cromosoma 15E3 (Monteiro
& Feng, 2017). Estas mutaciones incluyen deleciones en el dominio ANK, PDZ o SH3;
siendo el dominio de repeticiones de anquirina (ANK) eliminado en todos los
modelos existentes. Se considera un modelo de autismo pues los ratones con esta
delecién presentan déficits en la interaccidn social, comportamientos repetitivos y
estereotipados, asi como algunas vocalizaciones anormales (en menor cantidad, de
mayor duracién, con mas bandas de frecuencia y una mayor modulacion ente

frecuencias respecto a ratones silvestres) (Jiang & Ehlers, 2013).

Uno de los modelos murinos mas cercanos a la mutacion reportada en pacientes
humanos es aquel en el que la regidon de repeticiones de anquirina (ANK) es
deletado. Este modelo se desarroll6 usando el sistema Cre recombinasa,
eliminando los exones del 4 al que fueron flanqueados por sitios loxP. Esta porcién
eliminada en un solo alelo corresponde al dominio repetido de anuirina (ANK) del
gen Shank3, lo cual impide la transcripcion de las isoformas SHANK3a y SHANK3b
(Fig.3). Esta delecién impide que la expresion de SHANK3 sea completa, pues
reduce en un 50% la expresion de mRNA/proteina en la densidad post-sinaptica
(ver glosario) (Bozdagi et al., 2010). La haploinsuficeincia de Shank3 genera un

I "

fenotipo conductual “autista” donde los ratones presentan menos interacciéon
entre pares (olfateos ano-genitales y aproximaciones frente a frente), menor
numero de vocalizaciones ultrasonicas y conductas estereotipadas-repetitivas
(acicalamiento). Electrofisiolégicamente presentan una amplitud disminuida en los
mMEPCs (por sus siglas en inglés: miniature Excitatory Postsynaptic Currents) (ver

glosario) del hipocampo, lo cual implica alteraciones en la neurotransmision basal

de glutamato en una de las estructuras centrales para la consolidacion de Ia



memoria. La plasticidad sindptica (ver glosario) también resulta alterada pues la
LTP (por sus siglas en inglés: Long Term Potentiation) es incapaz de mantenerse, al
igual que el crecimiento de espinas asociado a potenciacién, lo que implica que la

plasticidad estructural también se encuentra alterada (Bozdagi et al., 2010) .

repeticiones de ankirina H3 PDZ PRO SAM
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—_—

5kb
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Alelo mutante post cruza Cre 1 2

- W

loxP
Figura 3. Modelo genético de autismo con haploinsuficiencia de Shank3. Estructura gendmica de
SHANK3, los numeros representan los exones. Abajo: Localizacién de los sitios loxP flanqueando los
exones 4-9 para la delecién de dominio de repeticiones de Anquirina en un alelo silvestre. Posterior
se muestra el alelo mutado por la accién del sistema Cre recombinasa, que elimina la porcién
flanqueada por los sitios loxP, produciendo el fenotipo haploinsuficiente de Shank3. Modificado de
Bozdagi, et al., 2010.

1.4 Alteraciones en el procesamiento neuronal de la informacidn visual en el

autismo

Actualmente el TEA ha sido descrito como un trastorno general del procesamiento
neuronal (Belmonte, Allen, et al., 2004; Belmonte, Cook Jr, et al., 2004). Al
respecto, avances en la imagenologia funcional por resonancia magnética (FMRI)
han reportado la existencia de alteraciones de la actividad neuronal ligadas a
diversos trastornos neuroldgicos, uno de ellos, el TEA. Se ha reportado que en
pacientes con TEA existe un exceso de activacidn de las neuronas de las cortezas
sensoriales ante estimulos atendidos y no atendidos, es importante destacar que
esta activacion es poco selectiva; también existen alteraciones en la sincronizacién

interhemisférica en distintas regiones de la corteza cerebral (especificamente en el



Giro Superior Temporal), donde se muestra una baja relacién en la actividad de
ambos hemisferios; ademds se hacen presentes alteraciones anatdmicas en
hipocampo (estructura con una mayor densidad de neuronas), amigdala (en esta
estructura también existe una mayor densidad de neuronas) y corteza (donde hay
un incremento en la presencia de materia gris) (Belmonte, Allen, et al., 2004;
Belmonte, Cook Jr, et al., 2004; Belmonte & Yurgelun-Todd, 2003; Dinstein et al.,
2012; Dinstein et al., 2011).

Un meta analisis de ALE (por sus siglas en inglés: Activation Likelihood
Estimation) (ver glosario) mostré que las publicaciones de 1995 a 2009 reportaban
un incremento de la actividad neuronal en regiones cerebrales relacionadas con la
integracion visual en comparacion con individuos sin autismo (Samson, Mottron,
Soulieres, & Zeffiro, 2012). También se ha reportado que individuos diagnosticados
con TEA presentan un incremento de la actividad neuronal en regiones cerebrales
relacionadas con la integracién visual en comparacién con sujetos humanos sin
autismo (Keehn, Shih, Brenner, Townsend, & Mdiiller, 2013; Samson et al., 2012).
Ademas, presentan una atencidon visual atipica a través de multiples niveles y
categorias de objetos pues los pacientes con TEA tienen un sesgo por el centro de
las imagenes sin importar la distribucion de los objetos y pasan menos tiempo
mirando rostros o los objetos principales dentro de la imagen (S. Wang et al.,
2015). Adicionalmente se sugiere que el procesamiento sensorial de “segundo
orden” (variaciones en el contraste local o la textura de imagenes) se encuentra
afectado pues los pacientes diagnosticados con TEA son incapaces de discriminar
estimulos basados en texturas o movimiento, ademas de mostrar actividad
anormal en las vias visuales ventral y dorsal (Baum, Stevenson, & Wallace, 2015;
Dumoulin, Baker Jr, Hess, & Evans, 2003). Se ha reportado que los campos
receptivos de V2, V3 y V4 son mas grandes en personas con TEA en comparacion
con pacientes sin autismo (Schwarzkopf, Anderson, de Haas, White, & Rees, 2014).
Estos reportes sugieren que en el TEA existen alteraciones de la actividad neuronal,
siendo la actividad asociada al procesamiento visual una de las mas estudiadas. Se

desconocen las causas que conllevan a estas alteraciones que a su vez influyen en



las afecciones neuroldgicas de las personas con autismo, se sugiere que
desregulaciones en la estructura sindptica o en la conectividad entre ciertas areas

son las responsables de estas alteraciones.

Datos obtenidos en nuestro laboratorio muestran alteraciones en la actividad
neuronal de la corteza visual primaria en ratones SHANK3. Mediante microscopia
de excitacion de dos fotones in vivo se registrd la actividad de V1, gracias a esto
sabemos que las proporciones de neuronas moduladas (ver glosario y de neuronas
selectivas (ver glosario) a estimulos visuales (patrones de enrejados presentados en
distintas orientaciones y direcciones) son mayores respecto a ratones silvestres.
Ademas, observamos que la poblacibn de neuronas selectivas esta

preferentemente sintonizada a la orientacién y no a la direccion (Fig. 4) (Ortiz Cruz,
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Figura 4. Mayor proporcion de neuronas selectivas en ratones SHANK3. a) Proporcion de neuronas
selectivas y no selectivas en animales silvestres y SHANK3. Prueba exacta de Fisher, P = 0.8517. C)
Nivel de precision de ajuste de los datos reales a la funciéon doble Gaussiana. Prueba de U de Mann-
Whitney * P=0.0179 P=0.0017. WT n= 38 neuronas de 7 ratones, HET n= 49 neuronas de 5 ratones.
b) indice de selectividad a la orientacién y a la direccién Prueba de U de Mann-Whitney N.S. P=0.80.
Ortiz- Cruz, et al., in prep.

Por otro lado, se ha descrito la existencia de alteraciones en el aprendizaje

perceptual de pacientes diagnosticados con TEA, ademads en esta condicion la



inflexibilidad (ver glosario) cognitiva es muy frecuente. En pacientes diagnosticados
con TEA este fendmeno fue observado experimentalmente usando un protocolo
de aprendizaje perceptual (discriminacidn de texturas) (Harris et al., 2015). En este
protocolo los participantes debian juzgar la orientacion de tres barras verticales
(estimulo diana) respecto a un patréon dominante de barras horizontales (fondo), el
estimulo presentado durante la tarea se componia del estimulo diana sobre el
fondo y era presentado durante 40 milisegundos, posteriormente un estimulo
distractor era presentado durante 100 milisegundos para de nuevo dar paso al
estimulo compuesto por el estimulo diana y el fondo, esta tarea se les presenté
durante cuatro dias, pasado ese tiempo se cambid la locacidn del estimulo diana y
se presento esta tarea durante cuatro dias mas. Dos grupos de participantes fueron
evaluados, un grupo estaba conformado por pacientes diagnosticados con TEA y el

otro por participantes sin algin padecimiento psiquiatrico.

El desempefio de los participantes fue medido por la aparicién de respuestas
gue indicaran la orientacién del estimulo diana en funcién de el intervalo temporal
entre la aparicion del estimulo y la aparicion del estimulo distractor. Se encontré
gue los tiempos de reaccion y el desempefio de ambos grupos no fue distinto
mientras el estimulo diana estuvo en la primera locacion. Cuando el estimulo diana
cambio de lugar se observaron mayores tiempos de reaccién y un desempefio
menor en los participantes diagnosticados con TEA respecto al grupo control. Este
efecto se siguid observando cuatro sesiones después. Estos resultados sugieren la
existencia de un fendmeno llamado sobre-especificidad del aprendizaje (ver
glosario) (Harris et al., 2016), que es definido como una ineficiente adquisicién de la
tarea que refleja inflexibilidad cognitiva y una falla en los mecanismos cognitivos

que permiten generalizar una regla (Harris et al., 2015; Harris et al., 2016).

1.5 Psicofisica y Neurometria

La psicofisica es la disciplina encargada de relacionar las propiedades fisicas de los



estimulos (luz, sonido, temperatura, etc) con la percepcién de estos por parte de
un sistema bioldgico (Armington, 2012; Fechner, 1966). Actualmente es una rama
de la psicologia ampliamente usada en la investigacion de los sistemas
perceptuales. En neurociencias es usada para intentar entender como los patrones
de actividad eléctrica del cerebro se relacionan con los fendmenos cognitivos,
dando origen a una disciplina llamada neurometria. Esto mediante el uso de
funciones que relacionan un aspecto cuantitativo de algin estimulo sensorial con
un juicio emitido por el sujeto o funciones que relacionan las respuestas
neuronales (o conductuales) y los estimulos (Armington, 2012; Fechner, 1966;

Read, 2015; Zoccolan & Di Filippo, 2018).

La teoria de deteccion de sefales busca medir la capacidad de un sistema
(participante, modelo animal o sistema computacional) para diferenciar estimulos
(esta teoria los denomina como sefiales) de patrones aleatorios (nombrados como
ruido) (Stanislaw, Todorov, & computers, 1999). Las elecciones cerradas de un
sistema son catalogadas de acuerdo a su capacidad de emitir un juicio correcto
acerca de la presencia del estimulo, ddndonos la posibilidad de clasificar el
comportamiento en Omisiones, Aciertos, Rechazos Correctos y Falsas Alarmas. Esta
metodologia nos permite inferir objetivamente que tan bueno es un organismo

para discriminar vy clasificar estimulos.

Tabla 2. Clasificacién de las respuestas en funcion de la aparicién del estimulo que se pretende
detectar.

Respuesta: “Estimulo Ausente” Respuesta: “Estimulo Presente”

Estimulo Presente Omision Acierto

Rechazo Correcto Falsa Alarma
Estimulo Ausente
Desde mediados del siglo pasado se comenzé a mezclar la psicofisica con la
teoria de detecciéon sefales, permitiendo analizar el proceso de aprendizaje
perceptual de un organismo pues mezclando ambas disciplinas se permite dar una

retroalimentacion al sujeto. Generalmente los aciertos y los rechazos correctos
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llevaran al organismo a ser recompensado de forma positiva y por ende a aumentar
la probabilidad de repeticion de esa conducta mientras que las Omisiones y Falsas
alarmas le proporcionaran un castigo, se espera que mientras mas veces se repitan
esas contingencias (ver glosario) el sujeto sea capaz de discriminar efectivamente
entre el estimulo deseado y el ruido proporcionado en la tarea. En investigacion del
sistema visual se busca que el organismo identifique caracteristicas de un estimulo
particulares (color, contraste, frecuencia espacial, orientacién y direccion)
(Armington, 2012; Ramesh, Burgess, Sugden, Gyetvan, & Andermann, 2018;
Stanislaw & Todorov, 1999).

1.6 Organizacion de la via visual y flujo de la informacion visual en ratones

A pesar de las diferencias en la complejidad de la corteza visual de roedores con
respecto a los humanos, existen una serie de similitudes basicas a nivel anatédmico
y funcional entre ambos organismos. Esto permite utilizar al ratén como modelo
estdndar, ademas ofrece la ventaja de realizar manipulaciones genéticas que
permiten la diseccidon anatdmica y fisioldgica de los circuitos neuronales. Una de las
mayores diferencias del sistema visual de los ratones respecto a otros mamiferos es
el tamafio del campo visual, donde, debido a la posicion de los ojos, la regién
binocular ocupa cerca de un tercio del area de la corteza visual (Keck et al., 2013).
Esto quiere decir que la mayor parte de la corteza visual recibe entradas sinapticas
provenientes del ojo contralateral, especificamente de la regién monocular de la
retina (Priebe & McGee, 2014). Asi mismo, a diferencia de otros mamiferos
superiores, la corteza visual primaria de ratones carece de organizacién columnar

(Keck et al., 2013).

La via visual comienza en la retina, donde las células ganglionares retinianas
envian proyecciones al Nucleo Geniculado Lateral Dorsal y al Coliculo Superior, el
Nucleo Geniculado Lateral Dorsal envia axones a la Corteza Visual Primaria y esta, a

su vez, envia proyecciones de regreso al Coliculo Superior (Fig. 5)(Busse, 2018).

Los estimulos visuales llegan a retina y estos son transformados en sefiales
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eléctricas por los foto-receptores, y a través de un procesamiento intra-retinal la
informacién es enviada al cerebro por aferentes de la retina, las células
ganglionares. Estas mandan sus proyecciones al coliculo superior contralateral
(CSc), y al nucleo geniculado lateral dorsal contralateral del talamo (NGLd). Las
neuronas del NGLd proyectan a la corteza primaria visual ipsilateral (Fig. 5) (Wilks,
et al., 2013), especificamente a la capa L4 de corteza visual, y estas neuronas a su

vez proyectan a capas L2/3 y estas a capa L5 (Sun, Tan, Mensh, & Ji, 2016).

Figura 5. La via visual de raton. La
informacion entra por la retina, donde los
fotorreceptores convierten las ondas de
luz en impulsos nerviosos. Decusa en el
Quiasma Optico y llega al Nucleo
Geniculado Lateral dorsal o al Coliculo
Superior. Del Nucleo Geniculado Lateral
dorsal la informacién es enviada a las
Capas 1y 4 de la Corteza Visual Primaria
(V1). (Busse, 2018).

En la retina podemos encontrar tres tipos de fotorreceptores, bastones, conos S
(sensibles a luz UV) y conos M (sensibles a luz verde); los bastones son los
fotorreceptores que se expresan en una mayor cantidad, proporcionando visién
acromatica en la mayoria del campo visual del ratén. Existen 12 tipos de células
bipolares en la retina del ratdn, esta clasificacion estd basada en los tipos de
receptores de glutamato expresados, la morfologia y los canales idnicos presentes
en ellas. El mismo criterio de clasificacion aplica para las células ganglionares

resultando en 30 tipos distintos (Busse, 2018; Naarendorp et al., 2010).

En el Nucleo Geniculado Lateral de roedores no existe una cito arquitectura
clara, pero se pueden observar dos regiones bioquimicamente distintas pues la

region central es positiva a parvoalbumina y la regién del caparazon es positiva a
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calbindina-D28k. La regidn central proyecta preferentemente a la capa 4 de la
corteza visual primaria y la region del caparazon a las capas 1 y 3 de esa misma

corteza (Busse, 2018; C. Chen, Bickford, & Hirsch, 2016; Fitzpatrick, 1996).

El Coliculo Superior es una estructura de integracion de informacién
multisensorial. En el ratéon tiene un volumen mayor al de V1. En la capa superficial
es donde las proyecciones de las células ganglionares retinianas son recibidas, esta
region tiene aglomerados de células sensibles a distintos componentes
espaciales. Esto ultimo permite la creacion de “mapas espaciales” pre corticales,
estos “mapas” estdn construidos con base en la retinotopia y su preferencia es
aquella que maximice el flujo éptico (Busse, 2018; Drager & Hubel, 1975; Ito &
Feldheim, 2018).

Finalmente, V1 tiene una organizacién retino tépica (quince dreas han sido
identificadas), que se origina de los procesos entrantes desde el nucleo geniculado
lateral dorsal, sin embargo, existe poca evidencia de organizaciéon columnar (Busse,
2018; Ohki & Reid, 2007). Las agrupaciones de neuronas codificantes ante
estimulos visuales se encuentran dispersas de forma aleatoria, a esto se le llama
estructura de “sal y pimienta” (Fig. 6) (Busse, 2018). Las células que conforman a
esas agrupaciones tienen una respuesta preferencial ante caracteristicas
especificas de los estimulos, como son: orientacién, direccidn y contraste. A su vez,
estas neuronas pueden ser clasificadas de acuerdo con un criterio bioquimico
donde existen neuronas Piramidales (positivas a CaMKIl), neuronas positivas a PV
(Parvoalbumina), SOM (Somatostatina) y VIP (por sus siglas en inglés: Vaso
Intestinal Peptide (Fig. 6) (Ramesh et al., 2018). V1 es esencial para procesos de
discriminacion de la orientacion (Glickfeld, Histed, & Maunsell, 2013; Marques et
al., 2018), navegacioén (Poort et al., 2015) y aprendizaje sensorial (Khan et al., 2018;
Ramesh et al., 2018).
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(A) (B) P

Figura 6. organizacion de la Corteza Visual Primaria de ratén. A) En este corte horizontal se
muestra la estructura de “sal y pimienta” donde las neuronas selectivas a distintas orientaciones
(colores) se muestran disgregadas a lo largo de la zona de imagen. B) Esquema con los tipos de
neuronas de la Corteza Visual Primaria y sus patrones de conexion.

1.7 Microscopia de excitacion de dos fotones y sensores de calcio

genéticamente codificados

Para entender como el sistema nervioso responde a la interaccién con el medio
ambiente, es necesaria una herramienta de registro que permita inferir la actividad
de cientos de neuronas a lo largo del tiempo (Dylda, Pakan, & Rochefort, 2019; Poll
& Fuhrmann, 2019). La microscopia de excitacion de dos fotones permite hacer
imagenologia de estructuras profundas (aproximadamente hasta 500 um) en
animales despiertos con la finalidad de registrar simultaneamente la actividad

neuronal y la conducta (Denk & Svoboda, 1997).

La microscopia de excitacién de dos fotones, como su nombre lo indica, hace
referencia a la absorcion de dos fotones sélo en el plano focal a través de un laser
de luz infrarroja pulsado, lo que permite hacer imagenes profundas sin dafar el
tejido a través del uso de un sistema de galvandmetros (Dylda et al., 2019; Svoboda

& Yasuda, 2006) (Fig. 7).
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Para registrar y cuantificar la actividad neuronal es necesario el uso de
moléculas “reporteras” con una buena relacién sefial-ruido y que permitan marcar
tipos celulares especificos. Los GECls (por sus siglas en inglés: Genetically Encoded
Calcium Indicators) permiten todo lo anterior. Uno de los mas ampliamente usados
es el GCaMP (T. W. Chen et al., 2013; Dylda et al., 2019). Este indicador es una
proteina de fusién entre la proteina verde fluorescente GFP (por sus siglas en
inglés: Green Fluorescent Protein), el péptido M13 y la proteina Calmodulina
(CaM). El aumento de la concentracion de calcio intracelular provoca la union de
CaM y M13, esto a su vez altera la estructura B barril de la GFP permitiendo la
liberacion de energia en forma de un fotén (Fig. 8) (T. W. Chen et al., 2013; Dylda et
al., 2019; Helassa, Podor, Fine, & Torok, 2016). Este constructo proteico llega a las
células por medio de infecciones virales o de transfecciones con plasmidos, ambos
métodos permiten la expresién de la proteina en la membrana celular, lo cual
permite la visualizacién de un cambio en fluorescencia de somas o procesos (T. W.
Chen et al., 2013; Dana et al., 2018). Se sugiere que este cambio en la fluorescencia

corresponde a un incremento en la actividad de la célula y posteriormente a un
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incremento en el nUmero de potenciales de accion (Pnevmatikakis, Merel, Pakman,

& Paninski, 2013; Pnevmatikakis et al., 2016; Zhou et al., 2018).

Figura 8. Indicador de calcio genéticamente codificado GCaMP6. Estructura de la proteina
indicadora de calcio GCaMP6 en estado basal (panel izquierdo) y en estado activo por aumento en la
concentracion de calcio intracelular (panel derecho). cpEGFP: proteina verde fluorescente
permutada; CaM: proteina calmodulina; M13: péptido M13.

El uso conjunto de microscopia de excitacion de dos fotones y GECIs se
denomina Imagenologia de Calcio In Vivo con Microscopia de Dos Fotones. Esta
metodologia nos permite hacer un seguimiento longitudinal de la actividad de un

mismo grupo de neuronas en un animal despierto.

2. Planteamiento del problema

Reportes en pacientes humanos con autismo muestran la existencia de alteraciones
en la actividad neuronal y en la sincronizacidon de esta en diferentes regiones
corticales (Dinstein et al., 2012; Dinstein et al., 2011; Samson et al., 2012).
Recientemente se reportd que en pacientes con TEA que aprenden una tarea visual
fija, son incapaces de aprender otra tarea visual posterior a aprender la tarea fija
(tarea de sobre-especificidad), lo cual sugiere que los circuitos neuronales carecen
de plasticidad para aprender nuevas tareas (Harris et al., 2015; Harris et al., 2016).
Sin embargo, se desconocen las bases neuroldgicas asociadas a las alteraciones de
los procesos cognitivos en el TEA. Por lo tanto, en este proyecto se plantea evaluar

la existencia de inflexibilidad cognitiva ante el cambio de contingencias
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determinadas por estimulos visuales en un modelo genético de autismo (SHANK3),
y la posible contribucién de las alteraciones en la actividad neuronal sobre la

inflexibilidad mostrada en el comportamiento.
3. Hipétesis

Los ratones SHANK3 seran mds propensos a desarrollar sobre especificidad del
aprendizaje debido a alteraciones en la actividad neuronal asociada al
procesamiento de informacidn, esto como consecuencia de la haploinsuficiencia de

Shank3.
4. Objetivo general

Evaluar si la haploinsuficiencia de Shank3 causa alteraciones en el aprendizaje

perceptual y la actividad neuronal en corteza visual primaria.

4.1 Objetivos particulares

1) Evaluar la flexibilidad cognitiva de ratones silvestres y de ratones SHANK3 en
una tarea de discriminacion visual.

2) Detectar y cuantificar la actividad neuronal por medio de imagenologia de calcio
a través de microscépica de excitacion de dos fotones en animales despiertos

mientras realizan una tarea de discriminacion visual.

3) Analizar la actividad neuronal a través de los cambios en la fluorescencia del
indicador de calcio genéticamente codificado (GCaMP6s) expresado en las
neuronas de la capa 2/3 de corteza visual primaria, mediante algoritmos generados

en Matlab y asociar esta actividad con la conducta.

4) Analizar la existencia de una relaciéon entre las deficiencias de flexibilidad
cognitiva observadas en la tarea de discriminacién visual y las alteraciones en Ila

actividad de V1.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Animales

Todos los procedimientos llevados a cabo en este proyecto fueron previamente
aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autdnoma de México

(Protocolo No. YRC94-16).

Se utilizaron ratones machos y hembras de la cepa B6(Cg)-Shank3tm1.1Bux/J
(Jackson Laboratory, Lote no. 017889) (Bozdagi et al., 2010) de 8 a 16 semanas de
edad. Se dividi6 a los animales en dos grupos experimentales: Ratones
heterocigotos (SHANK3*") conformaron el grupo de “fenotipo autista” (nsnanks=5) y
ratones silvestres (SHANK3*/*) el grupo control (n sivestres=3), de estos mismos
ratones se selecciond un par de cada genotipo para realizar los experimentos de
microscopia de excitacion de dos fotones en animales despiertos. Todos los

experimentos fueron realizados a dobleciego.

5.2 Ventanas craneales, Infecciones virales y la modalidad cabeza fija

El protocolo utilizado, para las cirugias de ventanas craneales, fue el publicado por
Holtmaat (Holtmaat et al., 2009). Todas las cirugias fueron realizadas en un cuarto
aséptico de bioseguridad nivel 2 junto con la utilizacion de equipo de proteccion
personal (guantes desechables de nitrilo, cofia, cubrebocas, cubre zapatos y bata
quirurgica desechable). Los animales fueron anestesiados en una camara de
infusion de anestesia con isofluorano (2-3%) al iniciar la cirugia, una vez
anestesiados (frecuencia respiratoria = 1/seg) se posicionaron en un estereotaxico
con conexion a un sistema de anestesia (isofluorano 1-1.5%) y un colchdén térmico
para regular la temperatura del animal durante la cirugia. Los ojos fueron cubiertos
con un ungiento ocular de uso veterinario (Duralagrima, Laboratorios Grin), esto

para evitar la resequedad e irritacion.
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Posteriormente se removio una seccion del pelo de la cabeza y se desinfecto la
piel con Yoduro de Sodio. Una vez desinfectada la piel se procedié a exponer el
craneo y se alineo en el estereotaxico para obtener las coordenadas de la Corteza
Visual Primaria (V1) que son 2.5 mm lateral y 0.5 mm anteroposterior con respecto
a Lambda (Franklin & Paxinos, 2008; Holtmaat et al., 2009) (Fig. 9). Ya alineado se
marco el didmetro de la ventana (2.5 mm) y se procedid a usar un taladro dental
con una fresa de 1/4” para realizar la craneotomia, una vez descubierto el tejido
cerebral se mantuvo hidratado con una solucion llamada Buffer de Corteza (NaCl,
125 mM, KCI 5 mM, glucosa 10 mM, HEPES 10 mM, CaCl, 2 mM, MgS04 2 mM, ph
7.4). En caso de sangrado excesivo se utilizaron esponjas hemostaticas

(Spongostan, Ethicon) humedecidas en Buffer de Corteza.

cubreobjeto || ventana
craneal

AAV1-Syn-GCaMP6s-WPRE- & S
SV40

Figura 9 Esquema de las coordenadas de las transfecciones virales con AAV1.Syn.GCaMP6s en

corteza visual primaria (V1). Craneotomia (3 mm de didmetro, 2.5 mm lateral y 0.5 mm anterior a lambda) e infeccién
viral de GCaMP6s (250 um de profundidad, 3 sitios, 50 nl por sitio).

Se procedid a inyectar el virus adenoasociado AAV1-Syn- GCamMP6s-WPRE-
SV40 (Penn Vector Core), a una profundidad de 250 um, area que corresponde a las
capas 2 y 3 de la corteza visual primaria del raton. Para cada animal se inyecto un
total de 150 nl (1.5 x 10° vg/ml) en el mismo trepano, este volumen fue dividido en
tres inyecciones de 50 nl cada una, estas inyecciones fueron hechas en diferentes
sitios, se utilizd un nano inyector Nanoject 2.0 (Drummond Scientific) con pipetas
de borosilicato de 0.5 um, a las pipetas se les biselo la punta a 45 grados
aproximadamente. Se espero 10 minutos entre cada inyeccidn con la intencién de

permitir la difusién del virus en el tejido (Fig. 10).
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Figura 10. Esquema de un corte coronal de cerebro de raton. a) Corte coronal de cerebro de ratén,
muestra zona de infeccion con GCaMP6s y tincién con DAPI. A la izquierda magnificacion de la zona
de infeccion. b) Esquema de corte coronal de cerebro de ratén. Los puntos verdes muestran los
sitios de infeccion del virus AAV.Syn.GcaMP6s en corteza visual primaria, n=4 ratones (nsuankz = 2 y

Silvestres= 2)

Una vez finalizada la difusidon del virus en el tejido se colocé sobre el tejido
expuesto un cubreobjetos circular de 3mm de didmetro con un espesor #1 (Warner
Instruments, 64-0720), previo a esto se colocd una gota de Buffer de Corteza para
preservar la humedad en el tejido. El cubreobjetos fue adherido por las orillas al

craneo con cianoacrilato (Loctite Super Glue Gel, Loctite).

Posteriormente se colocd una barra de acero (Disefiada por Takaki Komiyama,
Janelia Research Campus) para que el animal fuera sometido al protocolo de
“Cabeza Fija”(Guo et al., 2014), la barra se posiciond en la parte mas anterior del
craneo posible, alejdndola un poco de la ventana craneal, la superficie debajo de la
barra fue previamente raspada con una navaja de bisturi para asegurar una mayor
superficie de contacto entre el cianoacrilato, la barra y el crdneo. Se dejo secar por
completo el cianoacrilato y se cubrid el craneo y la piel expuesta con acrilico dental

negro (Ortho-jet, LANG DENTAL MFG) (Guo et al., 2014).

Durante la cirugia se administraron farmacos antinflamatorios, antibidticos y
supresores del dolor ademas de una inyeccidn subcutanea de Lactato Ringers para

prevenir la deshidratacién. El antiinflamatorio dexametasona (2 pg/g-1 peso) fue
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aplicado via intramuscular y los antibidticos sulfametoxazol (1 mg/ml) vy
trimetroprima (0.2 mg/ml) fueron aplicado subcutaneamente. Una vez terminada
el proceso quirurgico se retiréd al animal del estereotaxico y se monitoreo su
recuperaciéon durante una hora, una vez despierto y sano se le mantuvo en el area
de recuperacion durante 48 horas. Posteriormente fue trasladado al vivarium

donde permanecié mientras el protocolo experimental se realizé.

5.3 Recuperacion post quirdrgica y habituacion a la modalidad Cabeza Fija

Los animales tuvieron un periodo de 2 semanas para la completa recuperacién de
la cirugia antes descrita, durante la primera semana de la recuperacién se les
administro carprofeno (0.50 mg/ml) via intraperitoneal y enrofloxacina (5 pg/g-1

peso) via oral.

La manipulacién comenzdé inmediatamente después del término de la segunda
semana. Esto consistid en privar a los animales de agua durante un dia para que
posteriormente el experimentador los retire de la caja, los coloque en su mano y
les ofrezca una gota de agua (entregada por medio de una pipeta de transferencia
estéril) mientras los manipula, esto con la finalidad de generar un interés por parte
del ratén para ser manipulado. Este proceso fue repetido durante 3 dias (o mas en
caso de ser necesario) en lapsos de 30 minutos para cada ratén. Se procuro

mantener el peso de los animales al 85% de su peso basal.

Superada esta etapa se paso a la habitacion de los animales a la modalidad de
cabeza fija, primero se les dejo explorar libremente la estacidn de trabajo, cuando
los ratones comenzaron a pasar mas tiempo dentro del tubo se tomo su cabeza con
delicadeza y se le posicioné en los postes de la estacion de trabajo, una vez
asegurada la barra en su lugar, se ajustaron un par de tornillos para evitar el
movimiento excesivo del animal. Una vez fijado en la estacion se les ofrecié agua y

comida con el objetivo de permitir la relajacion del sujeto, esto se llevd a cabo
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durante cuatro dias en sesiones de 5, 10, 20 y 30 minutos respectivamente.

5.4 Microscopia de excitacion de dos fotones en animales despiertos

Para la adquisicién de imdagenes se utilizé6 un microscopio de excitacion de dos
fotones Zeiss LSM 710, el objetivo 20x Plan Apochromat de inmersién de agua con
1.0 de Apertura Numérica y 2.4 mm de distancia de trabajo y un laser infrarrojo
pulsado Chameleon Ultra Il (Coherent). EIl GCamP6s se excito a una longitud de

onda de 900 nandmetros.

Las imdagenes fueron adquiridas a una tasa de 5 Hz (200 ms por cada cuadro
adquirido). Se utilizo un circuito disefiado a medida con una placa Arduino UNO
(Arduino) y una interfaz de Python para controlar el inicio y final de la adquisicion

de imagenes.

La estacion de trabajo para el modo de cabeza fija fue colocada debajo del
cabezal para objetivos del microscopio, a la ventana craneal del ratédn previamente
fijado se le puso una gota de agua para permitir la transmision de fotones entre el
microscopio y el cerebro del animal. Antes de la presentacion de la tarea visual se
cubrio el objetivo del microscopio con un forro de tela color negro para evitar el
impacto de luz, proveniente del monitor, en los fotomultiplicadores y asi reducir la

contaminacién luminica durante la adquisicidon de imagenes (Fig. 11b).

Se realizaron cuatro sesiones de imagenes para cada animal. Estas sesiones
correspondian a 4 etapas dentro del aprendizaje pues la Primera Sesidén de Imagen
fue adquirida en el primer dia de entrenamiento de los ratones (la primera vez que
la tarea les fue presentada), la segunda sesion de imagen fue llamada Previa al

Cambio de Contingencia y correspondid a la sesion 40 (ultima de la primera fase de
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entrenamiento), la tercera sesion de imagen se adquirié durante el primer dia
donde los sujetos fueron sometidos al Cambio de Contingencia y fue nombrada de
esa forma. Por ultimo se realizdé una sesién de imagen durante la Gltima sesion de
entrenamiento de los ratones en la segunda fase. Esto con la intencidon de
capturar informacion del sistema siendo novato (primeros dias de ambas
contingencias) o experto (ultimos dias de ambas contingencias) en la discriminacién

de patrones visuales (Fig. 11a).

a

recompensa
pantalla
blanca estimulo tiempo consumo intervalo inter-ensayo

acierto

1.4”

falsa
alarma

Contingencia 1
(40 sesiones de entrenamiento)

recompensa
pantalla
blanca

estimulo tiempo consumo

acierto

Contingencia 2

falsa
alarma

d

Figura 11. Tarea visual en modo “cabeza fija” a) Esquema de la tarea visual de sobre-especificidad.
Se muestran los componentes de la tarea, y la duracion de cada uno de estos para ambas
contingencias. b) Esquema de la estacion de entrenamiento para el modo cabeza fija y estimulacion
visual (monitor LED de 22” posicionado en 70 grados y a una distancia de 20 cm del ojo contralateral
a la ventana).

(20 sesiones de entrenamiento)

5.5 Tarea de deteccion de patrones visuales

Se entrend a los sujetos bajo un paradigma de condicionamiento clasico donde Ila
presencia de un estimulo de enrejado fue apareada con la presencia de una gota de
leche de soya que era entregada por medio de un dispensador/operando y la
presencia de un estimulo diferente fue apareada con un “tiempo fuera” de 8
segundos. La presencia de la gota de leche de soya y la privacion de liquidos en el
animal favorecia la aparicién de lengieteos en el dispensador/operando. Para

evitar la aparicidn sin control de lenglieteos los estimulos fueron presentados de
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forma semi aleatoria pues existia un 33.3% de probabilidad de que el estimulo
apareado con la gota apreciara, un 33.3% de probabilidad de que el patréon de

Ill

enrejado apareado con el “tiempo fuera” y un 33.3% de probabilidad de que la
pantalla gris continuara por 8 segundos mas. Esta estrategia permitié que con el
paso de las sesiones los animales emitieran lenglieteos cada vez mas cercanos al
tiempo de aparicidn de la recompensa y, en las ultimas sesiones, lenglieteos antes
de la aparicién de la recompensa. Esto ultimo, junto con la ausencia de lengleteos
en la condicién apareada en con el “tiempo fuera”, fungié como criterio para
asumir que los animales entendieron la contingencia = patron de enrejado

especifico -> gota de leche de soya -> lenglieteo / patrén de enrejado opuesto ->

tiempo fuera -> no lengleteo.

El experimento consistio en dos fases, la Contingencia 1 tuvo una duracién de 40
Sesiones y la Contingencia 2 tuvo una duracion de 20 Sesiones, cada sesion estaba
compuesta de la presentacién de alrededor de 150 ensayos (aproximadamente 30
minutos). Un ensayo consistia en la aparicion de una pantalla blanca durante 1.4
segundos seguida inmediatamente de la presentacidon de un patrén de enrejado en
movimiento con duracion de 2.8 s, finalizando la presentacion del patron de
enrejado se presentaba una pantalla gris de 1 segundo que podria ser seguida de la
presentacion de un reforzador o la ausencia de este. En caso de estar presente el
reforzador la pantalla duraria 5 segundos mads, en caso de la ausencia del
reforzador la presencia de la pantalla se alargaria por 8 segundos mas. En la
Contingencia 2 las reglas fueron invertidas y ahora el patron de enrejado que
estaba apareado con el reforzador se apareo con el “tiempo fuera” y el patréon de
enrejado que estaba apareado con el “tiempo fuera” fue apareado con el

reforzador.

Para llevar a cabo este experimento se utilizd la estacion de trabajo para

“Modalidad Cabeza Fija” y una computadora que por medio de la interaccién
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Python-Arduino controlaba un circuito que a su vez controlaba una bomba
peristaltica (Adafruit) capaz de dispensar una gota de 8 ul, ese mismo circuito
permitia detectar los lenglieteos del animal y registrar el tiempo en que los eventos
ocurrian. El componente visual de la tarea fue programado en Python, usando las
bibliotecas Psychopy (Peirce, 2007) y el control electromecanico de las bombas vy el
control de los circuitos se logrd utilizando la biblioteca Pyduino que permite el

control de una placa Arduino UNO (Arduino) desde Python.

Ambos “patrones de enrejado” (ver glosario) tenian una frecuencia espacial de 4
ciclos por segundo, un contraste de 100% (estaban compuestos por barras blancas
y negras dentro de un espacio RGB), con un tamafio de 1920 por 1080 pixeles y
ambos se movian con frecuencia de 1 Hertz, el “patrén de enrejado 1” tenia una

Ill

orientacién de 270 grados y el “patrén de enrejado2” una orientacién de 0 grados,
de tal suerte que el primero se desplazaba caudalmente respecto al animal y el
segundo dorsalmente, también respecto al animal. Todo fue presentado en un
monitor Dell p2414h con resolucion Full HD (1920 x 1080 p), de retro iluminacion
LED, con un brillo maximo de 250 cd/m2, un rango de presentacidn de color de

2000000:1 y un angulo de visibilidad de 178°/178°.

La estacién de trabajo para la modalidad “Cabeza Fija” era posicionada
aproximadamente a 20 cm del monitor y el monitor en una orientacion de 70°
respecto a la estacion de trabajo, esto con la finalidad de abarcar una buena parte
del campo de vision monocular de los ratones. El dispensador/operando era

colocado aproximadamente a 0.5 cm de la cabeza del ratén (Fig. 11b).

5.6 Histologia

Una vez finalizados los experimentos se anestesi6 a los animales con
Xilacina/Ketamina (15/85%) para posteriormente perfundirlos con PBS al 0.9% y

posteriormente con PFA al 4% con la finalidad de fijar el tejido cerebral. Los
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cerebros fueron extraidos y se dejaron fijando en PFA al 4% por 3 dias, pasados
esos 3 dias se cambiaron a PBS con Azida de Sodio al 0.01%. Se uso un criostato
para obtener cortes coronales de 50 um. Los cortes fueron montados en un
portaobjetos con VectaShield-DAPI. Finalmente se usé el Zeiss LSM 710 para
corroborar los sitios de infeccién. El GCaMP6s fue excitado a 488 nm, se usé un
filtro de emisién 500-550 nm, DAPI fue excitado a x nm y se usé un filtro de emision
358 nm, el objetivo utilizado fue C. Apochromat 10x de inmersiéon de agua, con

apertura numérica de 0.45 y distancia de trabajo 1.8 mm) (Fig. 9, 10).
5.7 Procesamiento de Imagenes y obtencidn de seiales

Se uso Turboreg, un plugin de Imagel (Thevenaz, Ruttimann, & Unser, 1998) para
corregir el movimiento horizontal de las imagenes adquiridas in vivo con
microscopia de excitacion de dos fotones (Zeiss LSM 710). Para la extraccion de
senales se utilizd el algoritmo CNMF-E, en su version para Matlab, (Zhou et al.,
2018) en la configuracién “Endoscopio” pues se buscaba eliminar el ruido de fondo
(contaminacién luminica debido al monitor) lo mas detallado posible. Una vez
extraidos los componentes espaciales y temporales, de las neuronas registradas, se
alinearon respecto a los tiempos registrados por los circuitos creados para el
control del microscopio y el control electrénico de los actuadores de la estacion.
Con un cddigo escrito en Matlab, y la alineacion de las sefiales, se logré determinar
el cambio en la fluorescencia de las neuronas en los tiempos en los que los eventos
de la tarea fueron sucediendo. Para la obtencién del 4 F/F se tomaron los tiempos
de inicio de cada ensayo (el primer tiempo desde que se mostré una Pantalla
Blanca) y se tomaron los 3 segundos anteriores como el periodo basal de actividad,
para el tiempo de interés respectivo a los Patrones de Enrejado se consideraron los
tiempos de inicio de cada uno de esos estimulos mas los 2.4 segundos que

estuvieron presentes, posteriormente se ocupo la ecuacion:
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F—F,

Donde F = La fluorescencia durante el periodo que los estimulos fueron

presentados y Fo = la fluorescencia durante el periodo basal.

5.8 Evaluacion de la selectividad de las neuronas ante los diversos tipos de

estimulos

Con las sefiales obtenidas por el analisis anterior se procedid a evaluar la
responsividad de las neuronas ante los distintos componentes de la tarea
(Respuestas ante la Pantalla Blanca, el Patron de Enrejado 1, el Patrén de Enrejado

2 y el Reforzador). Una neurona responsiva fue definida como aquella con un
i AF /5 al d lexi iodo basal
incremento en su @l menos dos veces mayor al existente en su periodo basal y

estadisticamente diferente al mismo periodo basal (Kruskal-Wallis, p < 0.05).

El grupo de neuronas Responsivas después fue evaluado para Selectividad (Sl).
La Selectividad de una neurona fue definida como la capacidad de una neurona
para responder a uno y solo uno de los componentes de la tarea antes descritos. El
método de clasificacién usado fue el publicado por el grupo de Sonja B Hofer
en(Poort et al.,, 2015), los nombres en la ecuaciéon fueron modificados para este

experimento de tal suerte que la ecuacidn utilizada fue:

_ (Rg1 — Rgz)

SI
Sp

Donde Rp; = media del AF/F perteneciente al Evento 1, R, = media del

AF/F perteneciente al Evento 2 y 55 = la desviacion estandar total de ambas
respuestas a los Eventos. La obtenciéon de un numero real positivo indicaba
preferencia al Evento 1 y la obtencion de un real negativo indicaba preferencia al
Evento 2. Al ser 4 los eventos, que posiblemente modularan la actividad de las

neuronas, se optd por una estrategia de comparacién excluyente, el orden de
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comparaciones fue el siguiente:

e Neuronas Moduladas a Pantalla Blanca vs Neuronas Moduladas a Patréon de
Enrejado 1 y Neuronas Moduladas a Patréon de Enrejado 2.

¢ Neuronas Moduladas a Pantalla Blanca vs Neuronas Moduladas a Reforzador.

e Neuronas Moduladas a Reforzador vs Neuronas Moduladas a Patron de
Enrejado 1 y Neuronas Moduladas a Patréon de Enrejado 2.
¢ Neuronas Moduladas a Patrén de Enrejado 1 vs Neuronas Moduladas a Patron

de Enrejado 2.

Vale la pena aclarar que la categorizacidén fue excluyente ya que ninguna neurona
podia pertenecer a mas de un grupo, cuando esto llego a suceder se revisaron los
valores del ST y se agrupo a la neurona de acuerdo con que tan fuerte era su

respuesta ante un grupo.

5.9 Evaluacion del desempeiio de los animales durante la tarea de

discriminacion

Se utilizé Teoria de Deteccién de sefiales para clasificar las respuestas de los
ratones de tal suerte que un Acierto fue definido como una secuencia de mas de 3
lenglieteos durante los primeros tres segundos comprendidos entre el inicio de la
presentacion del patrén de enrejado (que estuvo aparejado con el reforzador) y la
entrega del reforzador. Una Falsa Alarma como una secuencia de mads de 3
lenglieteos durante los primeros tres segundos comprendidos entre el inicio de la
presentacion del patron de enrejado opuesto al que generaba un Acierto (es decir,
el patrén de enrejado apareado con un “tiempo fuera”), una Omision como la
ausencia de la secuencia de lenglieteos antes descrita durante los primeros tres
segundos comprendidos entre el inicio de la presentacién del patron de enrejado
apareado con la recompensa y finalmente un Rechazo Correcto como la ausencia
de la secuencia de lenglieteos antes descrita durante los primeros tres segundos
comprendidos entre el inicio de la presentacion del patrén de enrejado apareado

con el “tiempo fuera”.
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Con estas categorias definidas se utilizé el estadistico d’ (ver glosario) para
inferir el desempefio de los sujetos durante el protocolo. El d’ fue obtenido para
cada sesiéon de cada sujeto y posteriormente promediado para cada grupo

experimental. La ecuacion para determinar el d’ fue la siguiente:

d =Z(A) —Z(FA)
Donde Z(A) = el inverso de la funcidn de distribucion acumulativa de la
distribucion Gaussiana para la tasa de Aciertos y Z(FA) = el inverso de la funcién
de distribucién acumulativa de la distribucion Gaussiana para la tasa de Falsas

Alarmas.

Se realizé un Andlisis de Varianza de medidas repetidas para determinar si cada
grupo tenia un desempeno diferente a lo largo del tiempo y una prueba t para
determinar si los grupos eran diferentes entre ellos, para corroborar estas
diferencias también se utilizé un analisis ROC. Se hizo lo mismo para las Tasas de

Aciertos y de Falsas Alarmas.

5.10 Estadistica

Antes de cada comparacion estadistica se realizd una prueba de normalidad para
asi determinar la naturaleza de los datos, las pruebas de normalidad aplicadas
fueron Shapiro-Wilk o Kolmogorov-Smirnov. Dependiendo de la normalidad de los
datos fueron usadas la media o la mediana como medidas de tendencia central. En

todas las pruebas de hipdtesis fue usado un intervalo de confianza al 95%.

En la seccién donde se buscd inferir la modulacién de las células se utilizéd una
prueba Kruskal-Wallis entre el periodo de interés y el periodo basal. Para inferir si
la variacién entre las proporciones de células que conforman cada grupo de

Neuronas Selectivas era debido al genotipo se utilizé una prueba F de Fisher. Para
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comparar las amplitudes de respuesta en cada grupo de neuronas selectivas, y asi
determinar la saliencia de un evento, se utilizd una prueba t de student. Para
comparar las latencias al punto maximo de la sefial en cada grupo de neuronas
selectivas se utilizé una prueba t de student. Para corroborar las diferencias

observadas en los valores de las amplitudes y las latencias se hizo un analisis ROC.

Se calcularon los coeficientes de variacion para los conjuntos de datos
correspondientes al d’, las amplitudes de los grupos neuronales selectivos y las
latencias de los grupos neuronales selectivos. Esto se hizo con la finalidad de
evaluar una posible subcategorizacion de los ratones SHANK3 de acuerdo a sus

conductas o respuestas neuronales.

Finalmente, para determinar si el aprendizaje de los grupos fue
estadisticamente diferente se utilizé una prueba t de student y una prueba
Wilcoxon y el area bajo la curva de una caracterizacion ROC. Las pruebas
estadisticas fueron realizadas mayoritariamente en Matlab 2017a o Graph Pad

Prism 5.

6. Resultados

6.1 Los ratones SHANK3 muestran incapacidad para detectar el cambio en

la contingencia

Para analizar el desempefio de ratones silvestres y SHANK3 en respuesta a una
tarea de discriminacion visual, utilizamos el d’ como un pardmetro para medir la
capacidad de diferenciar los estimulos presentados. Para el andlisis se dividieron los
datos en cuatro etapas de diez sesiones cada una, aunque también se presentan los

datos graficando cada una de las sesiones (Fig. 12a,b).

Las graficas correspondientes a este andlisis representan los promedios de las
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primeras 10 sesiones, las 10 sesiones previas al cambio de contingencia, las 10
sesiones posteriores al cambio de contingencia y las 10 ultimas sesiones del
protocolo de aprendizaje. Esto se hizo con la finalidad de representar el aprendizaje
de los sujetos en las etapas donde eran inexpertos y expertos en cada una de las

contingencias (Fig. 12a).

Al analizar los datos de cada genotipo encontramos que, durante la etapa de
aprendizaje correspondiente a la primera contingencia, ambos grupos presentaron
un d’ mayor a 0.5 (silvestres primeras sesiones = 0.22+0.28, silvestres previo a cambio =
0.90%0.50, SHANK3 primeras sesiones = 0.05+0.12, SHANK3 previo a cambio 0.59%0.26).
Respecto a la etapa del cambio de contingencia, ambos grupos considerados
expertos mostraron una reduccién en el d’ (silvestres previo a cambio = 0.90+0.50,
silvestres post cambio = 0.14+0.56, SHANK3 previo a cambio = 0.59£0.26, SHANK3 post cambio -
= 0.35+0.32), mientras que en el bloque de la uUltima sesion los ratones silvestres
mostraron un d’ mayor a 1 (1.38+0.42), mientras que los ratones SHANK3
presentaron un d’ de 0.17 (0.17+0.16). Al analizar la diferencia entre genotipos,
encontramos que durante las dos etapas de la primera contingencia no existen
diferencias significativas de los ratones SHANK3 (0.59+0.26) con respecto a los
silvestres (0.90+0.50). Sin embargo, durante la segunda contingencia encontramos
un d’ menor de los ratones SHANK3 (0.17+0.16) en comparacion con los ratones
silvestres (1.38+0.42). Se realizd una prueba ANOVA de una via para comparar las 4
etapas, F(7,72)= 22.98, p=0.0003. Comparaciones post hoc de Tukey indicaron
diferencias en las medias de los conjuntos de datos pertenecientes a la primera
etapa respecto a la segunda en ambos grupos, de la tercer respecto a la cuarta y de
la cuarta etapa de los sujetos silvestres respecto a la misma etapa en los sujetos

heterocigotos, p<0.05.

Por otra parte, analizamos la proporcién de aciertos y falsas alarmas para cada

uno de los grupos, encontramos que los ratones SHANK3 presentan una menor
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proporciéon de aciertos (0.2340.11) en las ultimas diez sesiones de la segunda
contingencia en comparacién a los ratones silvestres (0.82+0.16) (Fig. 12c). Sin
embargo, cuando analizamos la proporcion de falsas alarmas no encontramos
diferencias significativas entre ambos genotipos, aunque se observa una tendencia
al alta de los ratones SHANK3 (0.47+0.11) con respecto a los silvestres (0.31+0.15)
(Fig.12d). Esto sugiere que el fendmeno conocido como sobre especificidad del
aprendizaje también se encuentra presente en el modelo murino del sindrome de
Phelan-McDermid pues los ratones SHANK3 tuvieron un menor desempefio en la

segunda etapa de la tarea.
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Figura 12. Desempefio ratones SHANK3 vy silvestres en respuesta a una tarea de discriminacion
visual. a) indice de discriminacién (d’) durante las cuatro etapas del aprendizaje de la tarea visual
en ratones SHANK3 (SHANK3*) (nsuanks= 5) y silvestres (SHANK3**) (ns= 5) (F(7,72)= 22.98, *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 ). b) indice de discriminacién (d’) graficado para cada una de las
sesiones de la tarea. Wilcoxon Signed-Ranks Test, p < 0.001. ¢,d) Cuantificacion de la proporcion de
aciertos y falsas alarmas respectivamente para cada una de las sesiones. Wilcoxon Signed-Ranks
Test, Z=58, * p<0.001. Los datos representan la media * E.S.
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Finalmente, usando las medias, se calcularon las curvas de d’ en un espacio
creado por un analisis de Caracteristica Operativa del Receptor (por sus siglas en
inglés, ROC) y se midié el drea bajo la curva AUC (por sus siglas en inglés: Area
Under the Curve) para inferir la sensibilidad de los ratones a la presencia del
estimulo. Este andlisis se hizo para las cuatro etapas de aprendizaje antes descritas
(Fig. 13). Durante la primera etapa, las areas bajo la curva para ambos genotipos
son muy similares (AUC sivestres = 0.54, AUC suanks = 0.56), lo cual impide clasificar a
los ratones de cualquier genotipo como expertos y distinguir entre genotipos.
Respecto a la etapa previa al cambio de contingencia, tanto los ratones silvestres
como los SHANK3 muestran valores altos para el area bajo la curva (AUC sivestres =
0.98, AUC suanks = 0.86), sugiriendo una alta sensibilidad y deteccion de los
estimulos recompensados para ambos genotipos. Para la etapa del cambio de
contingencia observamos valores bajos del area bajo la curva (AUC silvestres = 0.52,
AUC  suanks =0.71), estos valores tampoco nos permiten discernir
contundentemente el genotipo de los ratones. Para el ultimo bloque, los valores
del drea bajo la curva para los ratones silvestres (AUC sivestres = 1) fueron muy
superiores respecto a los valores para los ratones SHANK3 (AUC suanks = 0.6), esta
diferencia de valores nos permite discriminar el genotipo de los ratones en funcién
de su sensibilidad ante la presencia del estimulo recompensado. Este analisis nos
permite inferir la sensibilidad a la presencia de estimulo recompensado, y de esta
forma evidenciar las diferencias entre los ratones silvestres y SHANK3

especificamente en la etapa final de la tarea.
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Figura 13. Area bajo la curva ROC para ratones SHANK3 vy silvestres. Areas bajo la curva para las
primeras 10 sesiones de ratones SHANK3 y silvestres (auc sivestres = 0.54, auc suanks = 0.56). Areas
bajo la curva para las 10 sesiones previas al cambio en la contingencia (auc sivestres = 0.98, auc sHanks =
0.86). Areas bajo la curva para las 10 primeras sesiones de la segunda contingencia (auc sivestres =
0.52, auc swanks =0.71). Areas bajo la curva para las ultimas 10 sesiones de la segunda contingencia
(auc Silvestres = 1, QUC sHANK3 = 06)

También se evaluaron los coeficientes de variacion del d’ para ambos genotipos
en las cuatro etapas de la tarea (Fig. 14). Se observé mayor dispersion de los datos
correspondientes a la sensibilidad de los ratones SHANK3 en todas las etapas (CV
SHANK3 primeras sesiones = 1.9454 |, CV silvestres primeras sesiones = 1.1875, CV sHANK3 previo a cambio =
1.4270, CV silvestres previo a cambio = 0.6016, CV sHANK3 dltimas sesiones = 3.5139, CV sivestres dltimas
sesiones = 0.3041) excepto (CV sHANK3 post cambio = 1.0884, CV silvestres post cambio = 3.7689).
Este analisis sugiere que dentro del grupo de ratones SHANK3 existe una mayor
variaciéon de la conducta, es decir, dentro del grupo hay sujetos son mejores en su

desempeiio que otros por lo menos en tres diferentes etapas.
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Figura 14. Coeficientes de variacion del d’ para ratones SHANKS3 y silvestres durante las 4 etapas.
Para las primeras sesiones los valores de los coeficientes son CV snanks = 1.9454 , CV sivestres = 1.1875,
para las sesiones previas al cambio en la contingencia CV suanks = 1.4270, CV siivestres = 0.6016,
posterior al cambio en la contingencia CV suanks= 1.0884, CV sinestres= 3.7689) y durante las ultimas
sesiones de la nueva contingencia CV  sHanks = 3.5139, CV silvestres = 03
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6.2 Cambios en la proporcion de neuronas selectivas durante el

aprendizaje de la tarea visual

Las imdagenes de calcio se realizaron en la primera y ultima sesién de cada
contingencia, posteriormente se cuantificd la proporcion de neuronas selectivas
(ver Materiales y métodos) para cada uno de los componentes de la tarea. Esto nos
permitid conocer el porcentaje de neuronas, dentro de la poblacién, que tenian
una respuesta preferencial ante un Unico componente y cdmo estas proporciones

varian respecto a las diferentes etapas de la tarea.

Comparamos cada una de las sesiones correspondientes a las diferentes etapas
de la tarea con la finalidad de determinar si existian cambios en las proporciones de

las neuronas respecto al desempefio de los ratones en la tarea.

En los ratones silvestres encontramos que la proporcién de neuronas selectivas
cambia en la primera sesidon de la nueva contingencia respecto a la sesién previa al
cambio de contingencia, mientras que no encontramos diferencias de la primera
sesion respecto a la sesién previa al cambio de contingencia (Fig. 15 a,b).
Encontramos un incremento en la proporcion de neuronas selectivas a la Pantalla
Blanca (de 21.73% a 40%), una disminucién en la proporcion a la recompensa (de
29.74% a 2.50%), y una disminucion de neuronas no selectivas (de 41.30% a
22.50%) (Fig. 15 b,c) en la primer sesién de la nueva contingencia respecto a la
sesion previa al cambio de contingencia. También registramos cambios en la ultima
sesion respecto a la primera sesién de la nueva contingencia, donde incrementa la
proporciéon de neuronas selectivas al estimulo 2 (de 22.50% a 38%), a la
recompensa (de 2.50% a 14%), mientras que disminuye la proporcién a la pantalla
blanca (de 40% a 30%), y la proporcidon de neuronas no selectivas (de 22.50% a

14%) (Fig. 15c,d) (F de Fisher, p<0.05). Al comparar la primera sesion de la primera
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contingencia con la primera sesién de la segunda contingencia, observamos que no
existen diferencias en las proporciones de neuronas selectivas ante los estimulos,
sin embargo la proporcion de neuronas selectivas a la pantalla blanca incrementan
(de 12.96% a 40%) y disminuye la proporcion de neuronas no selectivas (de 42.59%
a 22.50%) (Fig.15 a,c). Observamos un cambio en la proporcién de neuronas entre
la primera sesion de la primera contingencia y la ultima sesion de la ultima
contingencia, incrementan la proporcion de neuronas selectivas al estimulo 2 (de
25.93% a 38%), a la pantalla blanca (de 12.96% a 30%) y disminuye la proporcion de
neuronas no selectivas (de 42.59% a 2%) (Fig.15 a,d).

En los ratones SHANK3 encontramos una disminucién en la proporcion de
neuronas selectivas al estimulo 1 (de 17.65% a 0%) y un incremento en la
proporciéon de neuronas no selectivas (de 32.34% a 54.17%) (Fig. 15 f,g) (F de
Fisher, p<0.05). Mientras que no encontramos diferencias de la primera sesion
respecto a la sesidn previa al cambio de contingencia (Fig.15 e,f) (F de Fisher,
p<0.05). También registramos cambios en la Ultima sesién respecto a la primera
sesidon de la nueva contingencia, donde solo se observé un incremento en la
proporcién de neuronas selectivas al estimulo 1 (de 0% a 10.26%) (Fig.15 g,h) (F de
Fisher, p<0.05). Al comparar la primera sesion de la primera contingencia con la
primera sesidén de la segunda contingencia solo observamos una disminucién en la
proporcidon de neuronas selectivas al estimulo 1 (de 12.50% a 0%) (Fig.15 e,g) (F de

Fisher, p<0.05).

Cuando comparamos entre grupos, observamos que los ratones SHANK3
muestran una disminucién en la proporcion de neuronas selectivas al estimulo 1
(12.50% en silvestres y 0% en SHANK3), una disminucion en la proporcidon de
neuronas selectivas a la pantalla blanca (40% en silvestres y 20.83% en SHANK3) y
un aumento en la proporcion de neuronas no selectivas (22.50% en silvestres y

54.17% en SHANKS3) (Fig. 15 c,g) (F de Fisher, p<0.05). También se observaron
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diferencias entre genotipos en la Ultima sesién de la nueva contingencia, en esta
ocasion se observé una menor proporcién de neuronas selectivas al estimulo 2 en
los ratones SHANK3 respecto a los ratones silvestres (38% en silvestres y 17.95% en
SHANK3), ademas existe un menor proporcién de neuronas selectivas a la pantalla
blanca en ratones SHANK3 respecto a los ratones silvestres (30% en silvestres y
12.82% en SHANK3), finalmente se encontré una mayor proporcién de neuronas no
selectivas en los ratones SHANK3 respecto a los ratones silvestres (2% en silvestres
y 41.02% en SHANK3) (Fig. 15 d,h) (F de Fisher, p<0.05). Esto sugiere que durante
las distintas fases de la tarea existe una evolucion diferencial de los procesos que se
encargan de elegir a las neuronas selectivas ante los componentes en la tarea, es
decir, que los procesos de seleccion de neuronas con respuestas Unicas ante un
estimulo son distintos en ratones SHANK3 vy silvestres, pero solo cuando el

aprendizaje perceptual esta involucrado.

@ estimulo 1 @ pantalla blanca recompensa
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Figura 15. Proporciones de neuronas con respuesta exclusiva ante alguno de los componentes de
la tarea. a-d) Proporcién de neuronas selectivas a los diferentes componentes de la tarea en
ratones silvestres, * p<0.05, ** p <0.01, F de Fisher. e-h) Proporcion de neuronas selectivas a los
diferentes componentes de la tarea en ratones heterocigotos, * p<0.05, ** p<0.01, F de Fisher.
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6.3 Cambios en la amplitud de los transitorios de calcio en respuesta a los

distintos componentes de la tarea visual

Para inferir la saliencia de los eventos ante las poblaciones neuronales, se midieron
las amplitudes de los transitorios de calcio evocados para cada componente de la
tarea, restando los valores maximos y minimos de las sefiales de calcio. Este
procedimiento fue hecho en los grupos neuronales anteriormente descritos y en
cada una de las sesiones de imagenologia. Al respecto, se observan diferencias
significativas entre las amplitudes presentadas por las neuronas de los ratones
SHANKS3 respecto a los ratones silvestres ante el estimulo 1 en la Sesion previa al
cambio de contingencia (F de Fisher, p <0.05). Con el mismo procedimiento se
encontraron diferencias en la misma categoria, pero esta vez en la Primera sesién
de la nueva contingencia (F de Fisher, p<0.05) y entre las amplitudes de la pantalla
blanca (F de Fisher, p<0.05) (Fig. 16).

[ estimulo 1
Osilvestre [ estimulo 2
@ sHANK3 [dpantalla blanca
recompensa

400

200 1

Amplitud AF/F

= ==
0_ C D é : . _
primera sesion sesion previa a cambio primera sesion de la
de contingencia nueva contingencia nueva contingencia

Figura 16. Amplitud de transitorios de calcio en respuesta a los diferentes componentes de la
tarea. Se observan las medias  E.S. de las amplitudes para cada grupo de neuronas selectivas en
cada una de las cuatro fases donde se realizd imagenologia de calcio, los puntos muestran los datos
de cada neurona. Para determinar si el incremento de las amplitudes se debia a la sesién o al
genotipo, se utilizdé un analisis F de Fisher con un intervalo de confianza al 95%. Se muestran
diferencias entre genotipos para las amplitudes correspondientes al estimulo 1 durante la sesidn
previa al cambio de contingencia (F de Fisher, p <0.05); durante la primera sesidon de la nueva
contingencia existen diferencias entre genotipos para las amplitudes registradas ante el estimulo 1
(F de Fisher, p <0.05) y la pantalla blanca (F de Fisher, p <0.05).
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Los coeficientes de variacién fueron calculados para inferir la variabilidad de los
datos de ambos genotipos en todas las etapas (Fig. 17). Los graficos muestran una
menor variabilidad en los datos obtenidos para las neuronas de los ratones SHANK3
respecto a los silvestres, esto para sus respuestas ante la pantalla blanca (CV suanks
primera sesisn = 0.6570, CV silvestres primera sesisn = 1.5779, CV sHANK3 previo a cambio = 1.3605, CV
silvestres previo a cambio = 1.4823, CV sHANK3 post cambio = 1.9913, CV silvestres post cambio = 2.8138,
CV sHANK3 dltima sesion = 1.3759, CV silvestres dltima sesisn = 1.8835). Esto se mantiene para las
amplitudes correspondientes al estimulo 1 (CV sHaNk3 primera sesion = 1.4266, CV silvestres
primera sesion = 1.6097, CV syaNk3 post cambio = 0, CV silvestres post cambio = 2.8217, CV sHANK3 ditima
sesion = 1.0771 , CV sivestres dltima sesién = 1.7358) salvo por las sesiones previas al cambio
de la contingencia (CV sHaANK3 previo a cambio = 1.7225, CV silvestres previo a cambio = 0.7043). La
variacion correspondiente al estimulo 2 fue mas grande para las neuronas de los
ratones SHANK3 respecto a los silvestres (CV syank3 primera sesion = 1.9192, CV sivestres
primera sesién = 1.2179, CV sHANK3 previo a cambio = 1.6132, CV silvestres previo a cambio = 1.4915, CV
SHANK3 post cambio = 2.7210, CV silvestres post cambio = 1.8823), excepto en la ultima sesidon
(CV sHANK3 dltima sesion = 0.8264, , CV silvestres dltima sesion = 0.9827). Finalmente, para los
datos correspondiente a la recompensa, se observaron mayores valores para las
neuronas correspondientes a los ratones silvestres respecto a los SHANK3 (CV
SHANK3 primera sesion = 0.6041, CV silvestres primera sesion = 1.3460, CV sHANK3 post cambio = 1.7080,
CV silvestres post cambio = 3.1623, CV sHank3 itima sesion = 0.7103, CV sivestres ditimas sesiones =
1.5952), excepto en la sesién previa al cambio en la contingencia (sHank3 previo a cambio
=1.2558, CV silvestres previo a cambio =0.9670). Estos datos muestran que la variacién es

dependiente de los estimulos y de la etapa de la tarea.
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Figura 17. Coeficientes de variacidn para las amplitudes de los transitorios de calcio a lo largo de
las cuatro etapas de la tarea. Para la pantalla blanca en todas las etapas los valores son los
siguientes: CV sHANk3 primera sesion = 06570, CV silvestres primera sesién = 15779, CV sHank3 previo a cambio = 13605,
cv silvestres previo a cambio = 14823, cv SHANK3 post cambio = 19913, cv silvestres post cambio = 28138, cv SHANKS3 (ltima
sesién = 13759, CV silvestres dltima sesisn = 1.8835. Para el estimulo 1: CV sHanks primera sesién = 14266, CV silvestres
primera sesion = 16097, CV sHank3 previo a cambio = 17225, CV silvestres previo a cambio = 07043, CV sHank3 post cambio = O,
CV silvestres post cambio = 28217, CV SHANK3 ultima sesion = 10771, CV silvestres dltima sesisn = 1.7358. En el estimulo 2
los coeficientes de variacion fueron los siguientes: CV sHank3 primera sesion = 1.9192, CV silvestres primera sesion =
12179, Ccv SHANK3 previo a cambio = 16132, CcVv silvestres previo a cambio = 14915, cv SHANK3 post cambio = 27210, cVv
silvestres post cambio = 18823, CV SHANK3 ultima sesion = 08264, CV silvestres ditima sesion = 0.9827. FinaImente, para la
recompensa se presentaron los siguientes valores: CV shank3 primera sesion = 0.6041, CV sivestres primera sesion
= 13460, (SHANKS previo a cambio =12558, CV silvestres previo a cambio =09670, CV sHank3 post cambio = 17080, cv
silvestres post cambio = 31623, cv SHANKS3 ultima sesién = 07103, cv silvestres dltima sesién = 1.5952.
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6.4 Cambios en la actividad neuronal en respuesta a la tarea visual

Para estimar como la actividad neuronal se modificaba en funcion del aprendizaje,
identificamos los grupos de neuronas que respondian selectivamente a cada
componente (estimulo 1, estimulo 2, pantalla blanca, recompensa) de la tarea
visual a lo largo de las diferentes etapas de la tarea. Posterior a la identificaciéon de
los grupos neuronales, se promediaron las sefales selectivas ante cada
componente, midiendo sélo los cambios en la fluorescencia respecto al basal. Una
vez obtenidas estas sefiales, se realizd un analisis no paramétrico (Kruskal-Wallis
con comparaciones multiples de Duhn) que nos permitiera comparar la actividad de

estas neuronas en el periodo de tiempo correspondiente al ‘onset’ del estimulo.

Durante la primera sesién observamos respuestas de las neuronas a todos los
componentes de la tarea para ambos grupos experimentales. Es importante
destacar que para las neuronas de los ratones SHANK3 no existieron diferencias
entre las sefiales evocadas por los estimulos 1 y 2. Sin embargo, la senal del
estimulo 1 fue diferente a la sefial evocada por la pantalla blanca (H(2) = 182.9,
p<0.001) y a la sefal evocada por la recompensa (H(2) = 182.9 , p<0.001); la sefial
del estimulo 2 fue diferente a la sefial evocada por la recompensa (H(2) = 182.9,
p<0.001). Mientras que en las neuronas de los ratones silvestres sdlo se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre la sefales correspondientes al

estimulo 1y a la recompensa (H(2) = 145.5, p<0.001) (Fig. 18 a).

En la sesidn previa al cambio de contingencia, donde cabe resaltar que los
ratones conductualmente mostraron un desempeio alto a la deteccién de los
estimulos, lo cual nos llevo a considerarlos expertos. En esta sesidon encontramos
gue aparentemente las respuestas empiezan a refinarse, en otras palabras, las

neuronas comienzan a responder preferencialmente a algunos de los componentes
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de la tarea (Fig. 18 b). Cuantitativamente, en los ratones SHANK3 existen
diferencias de las sefiales evocadas por el estimulo 1 respecto a las sefiales para la
pantalla blanca (H(2) = 182.9, p<0.001) y las sefales resultantes de la recompensa
(H(2) = 182.9, p<0.001); en los ratones silvestres se observan diferencias solo entre
la sefal correspondiente al estimulo 2 respecto a la sefial evocada por la pantalla

blanca (H(2) = 145.5, p<0.001).

Para el dia del cambio en la contingencia se observa una aparente
desorganizacion de los patrones registrados el dia anterior. Los ratones SHANK3
muestran diferencias entre las sefiales evocadas por la pantalla blanca y el estimulo
2 (H(2) = 182.9, p<0.001) o entre la pantalla blanca y la sefial evocada por la
recompensa(H(2) = 182.9 , p<0.001). Para los ratones silvestres se encuentran
diferencias entre las sefales de del estimulo 1 (H(2) = 145.5, p<0.001), el estimulo
2 (H(2) = 145.5, p<0.001) y la pantalla blanca (H(2) = 145.5, p<0.001) respecto a la
sefial correspondiente a la recompensa (H(2) = 145.5, p<0.001) (Fig. 18 c). En Ila
sesion final no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
ninguno de los grupos, sin embargo, se puede observar, para ambos grupos, que la

sefal de la recompensa predomina sobre todas las otras.

Para estimar si existen diferencias entre las diferentes etapas de la tarea se
realizdé el mismo analisis Kruskal-Wallis. Los ratones SHANK3 presentaron pues la
sefal correspondiente al estimulo 1 durante la primera sesién es distinta a la sefial
evocada por ese mismo estimulo en la ultima sesion de la segunda contingencia
(H(2) = 182.9, p<0.001) (Fig. 18 a,d), esta sefial también muestra cambios
significativos entre la sesidn previa al cambio de contingencia y la Ultima sesion de
la segunda contingencia (H(2) = 182.9, p<0.001) (Fig. 18 b,d); respecto al estimulo 2
se observaron diferencias entre las sefiales evocadas durante la primera sesién y la
sesion previa al cambio de continencia (H(2) = 182.9, p<0.001) (Fig. 18 a, b),

ademds de durante la ultima sesion de la segunda contingencia (H(2) =182.9 ,
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p<0.001) (Fig. 18 a,d); respecto a la pantalla blanca solo existen diferencias entre la
sefales registradas en la primera sesion y las sefales correspondientes a la
primera sesion del cambio de contingencia (H(2) = 182.9, p<0.001) (Fig. 18 a,c );
finalmente, para la recompensa el Unico cambio fue entre las sefales evocadas la
sesion previa al cambio de contingencia y la primera sesién de la nueva

contingencia (H(2) = 182.9, p<0.001) (Fig 18 b,c).

Para los ratones silvestres se registraron los siguientes cambios en las
respuestas a los componentes de la tarea; el primero corresponde al observado en
las sefiales del estimulo 1 durante la sesién previa al cambio de contingencia y la
primera sesion de la nueva contingencia (H(2) = 145.5, p<0.001) (Fig. 18 b,c),
durante las sesiones correspondientes a la primera sesion de la nueva contingencia
y la dltima sesion de la nueva contingencia hay cambios significativos en las
neuronas selectivas al estimulo 1 (H(2) = 145.5, p<0.001); las neuronas selectivas al
estimulo 2 durante la primera sesién generan una sefal estadisticamente diferente
a la generada durante la sesion final H(2) = 145.5, p<0.001 () (Fig. 18 a,d), de igual
manera la senal es diferente entre la sesidn previa al cambio de contingencia y la
ultima sesién de la nueva contingencia (H(2) = 145.5, p<0.001) (Fig. 18 b,d),
finalmente la sefial del estimulo 2 durante la primera sesion de la nueva
contingencia es distinta a la evocada durante la ultima sesion de la nueva
contingencia (H(2) = 145.5, p<0.001) (Fig. 18 c,d); finalmente, la sefial evocada por
las neuronas selectivas a la recompensa durante la primera sesién de la nueva
contingencia es distinta de la evocada por estas mismas neuronas en la ultima

sesion de la nueva contingencia (H(2) = 145.5, p<0.001) (Fig. 18 c ,d).

Por dultimo, se hicieron comparaciones entre los genotipos, estas se
restringieron a comparar las sefiales de cada componente de la tarea en la misma
sesion de imagen. Para la sesidn previa al cambio de contingencia, se encontré que

la senal que codificaba para el estimulo 1 es distinta entre genotipos (H(2) = 329.9,
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p<0.001) (Fig. 18 b); para la primera sesion de la nueva contingencia se
encontraron diferencias entre genotipos para las senales evocadas por la pantalla
blanca (H(2) = 329.9, p<0.001) y la recompensa (H(2) = 329.9, p<0.001) (Fig.18 c);
en la sesion final solo se encontraron diferencias entre genotipos para la sefial

evocada por el estimulo 1 (H(2) = 329.9, p<0.001) (Fig. 18 d).

Estos datos muestran por primera vez como la actividad neuronal se va
modificando a lo largo del transcurso del protocolo de aprendizaje de manera

diferencial entre los ratones SHANK3 vy silvestres.
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Figura 18. Promedio de los transitorios de calcio evocados por los distintos componentes de la
tarea. a,b,c,d) Izquierda: Transitorios de calcio evocados por los diferentes componentes de la tarea
en neuronas de ratones silvestres (SHANK3**). Derecha: Transitorios de calcio evocados por los
diferentes componentes de |a tarea en neuronas de ratones SHANK3 (SHANK3*"). En cada panel se
muestran las diferentes etapas de la adquisicion de las sefiales de calcio con microcopia de
excitacion de dos fotones, la barra gris representa el tiempo en el que fue presentado el estimulo.
Los datos representan el cambio en la en la fluorescencia respecto al basal.

6.5 Latencias de respuesta de los transitorios de calcio ante los diferentes

componentes de la tarea visual

Otro parametro que se midié fue la latencia de respuesta a los diferentes
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componentes de la tarea. Evaluamos las latencias calculando el tiempo transcurrido
entre el inicio del evento y el punto maximo alcanzado por las respuestas de las

poblaciones neuronales selectivas ante cada evento.

Respecto a lo anterior, encontramos que las neuronas ratones silvestres
muestran diferencias significativas entre la primera sesidn y la primera sesién de la
nueva contingencia ante el Estimulo 1 (Prueba t de Welch t (8)= 2.43, p < 0.05). En
este caso la latencia al punto maximo se redujo, mientras que en los demads casos

no existieron diferencias significativas (Fig. 19).

Respecto a los ratones SHANK3 encontramos diferencias en respuesta a la
pantalla blanca, entre las latencias de la sesion previa al cambio de contingencia y
las latencias correspondientes a la primera sesién de la nueva contingencia (Prueba
t de Welch t(4)=3.133 p<0.05), mostrando una disminucién en la segunda etapa.
Para las neuronas selectivas al estimulo 1 se presentaron diferencias significativas
(t de Welch t(6)=3.251, p<0.05) entre las latencias durante la primera sesion y la
sesidon previa al cambio de contingencia. También se observaron diferencias
significativas entre la primera sesion y la ultima sesion de la nueva contingencia (t
de Welch t(3)=3.418, p<0.05); en ambas existe un aumento en las latencias.
Finalmente existen diferencias a la recompensa entre la primera sesion y la sesién
previa al cambio de contingencia (t de Welch t(9)=4.209 , p<0.05), y entre la
primera sesidn y la Ultima sesion de la nueva contingencia (t de Welch t(10)=3.072,

p<0.05) (Fig. 20).
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Figura 19. Latencias de respuesta de los transitorios de calcio de ratones silvestres a los
componentes de la tarea. Se muestran las latencias al punto maximo de las sefiales obtenidas para
cada uno de los eventos, el percentil mas bajo (pctl 1) y el mas alto (pctl 3) se representan en las
observaciones en un rango percentil del 5 al 95; el diagrama también muestra la media y mediana
de cada poblacidon de datos. Prueba t de Welch, *p < 0.05. **p < 0.01.
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Figura 20. Latencias de respuesta de los transitorios de calcio de ratones SHANK3 a los
componentes de la tarea. Se muestran las latencias al punto maximo de las sefiales obtenidas para
cada uno de los eventos, el percentil mas bajo (pctl 1) y el mas alto (pctl 3) se representan en las
observaciones en un rango percentil del 5 al 95; el diagrama también muestra la media y mediana
de cada poblacion de datos. Prueba t de Welch, p<0.05, **p < 0.01

Los coeficientes de variacion fueron calculados para inferir la variabilidad de los
datos de ambos genotipos (Fig. 21). Los graficos muestran una menor variabilidad
en los datos obtenidos para las neuronas de los ratones silvestres, respecto a los
SHANK3, cuando hablamos de la pantalla blanca (CV snank3 previo a cambio = 1.3029, CV
silvestres previo a cambio = 10646, cv SHANK3 post cambio = 1-2475, cv silvestres post cambio = 07944;
CV sHANK3 dltima sesion = 1.2914, CV silvestres ultima sesion = 0.9867), excepto para la primera
sesion (CV sHaNk3 primera sesion = 1.0288, CV sivestres primera sesion = 1.4612) donde la
variacion es mayor para los ratones silvestres. Respecto de las latencias al estimulo
1, podemos concluir que la variacion para las neuronas de los ratones SHANK3 es
menor en los ratones silvestres para todas las sesiones (CV sHANK3 primera sesion =

04953, CV silvestres primera sesién = 11739, CV shank3 previo a cambio = 06495, CV silvestres previo a
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cambio = 07581, CV sHanks post cambio = O, CV silvestres post cambio = 15344, CV SHANK3 dltima sesién
= 1.0502, CV silvestres dltima sesisn = 2.1571). Respecto a las latencias al estimulo 2, los
graficos muestran una menor variabilidad en los datos obtenidos para las neuronas
de los ratones silvestres, respecto a los SHANK3 (CV sHaNK3 previo a cambio = 1.2966, CV
silvestres previo a cambio = 07670, CV sHank3 post cambio = 18954, CV silvestres post cambio = 1-7139;
CV sHANK3 dltima sesion = 0.9325, CV silvestres dltima sesisn = 0.9043), excepto para la primera
sesion (CV sHANK3 primera sesion = 0.5237, CV sivestres primera sesion = 1.0940) donde la
variacion es mayor para los ratones silvestres. Finalmente, en las latencias
respectivas a la recompensa, observamos que la variacién para las neuronas de los
ratones SHANK3 es menor a la de los ratones silvestres para todas las sesiones (CV
SHANK3 primera sesién = 08526, CV sivestres primera sesion = 1-4172, CV sHank3 previo a cambio =
Q7812,Cvsmﬁﬂ%meoammmo= 10431,CVSHNW3pmtmmmo= 20665,Cvsmﬁﬂ%pmt
cambio = 31623, CV SHANK3 dltima sesion = 04338, CV Ssilvestres ultima sesién = 12585) Estos
datos muestran que la variacidn es dependiente de los estimulos y de la etapa de la

tarea.
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Figura 21. Coeficientes de variacion para las amplitudes de los transitorios de calcio a lo largo de
las cuatro etapas de la tarea. Los valores de los coeficientes de variacién para la pantalla blanca
fueron: CV shanks primera sesion = 10288, CV silvestres primera sesién = 14612, CV sHank3 previo a cambio = 13029, Ccv
silvestres previo a cambio = 10646, Ccv SHANK3 post cambio = 12475, Ccv silvestres post cambio = 07944, cv SHANK3 ultima sesion
= 1.2914, CV silvestres dltima sesion = 0.9867. Para el estimulo 1 se presentaron los siguientes valores: CV
SHANK3 primera sesi6n = 04953, cv silvestres primera sesién = 11739, cv SHANK3 previo a cambio = 06495, cv silvestres previo a
cambio = 07581, cv SHANK3 post cambio = O, cv silvestres post cambio = 15344, cv SHANK3 dltima sesion = 10502, Ccv
silvestres dltima sesion = 2.1571. Respecto al estimulo 2 se encontraron los siguientes valores: (CV sHank3
primera sesién = 05237, CV silvestres primera sesion = 10940, CV sHank3 previo a cambio = 12966, CV silvestres previo a cambio =
07670, cv SHANK3 post cambio = 18954, Ccv silvestres post cambio = 17139, cv SHANKS3 ultima sesiéon = 09325, cv silvestres
altima sesion = 0.9043. Finalmente, para la recompensa los valores fueron: CV snanks primera sesion = 0.8526,
CV silvestres primeras sesiones = 14172, CV sHank3 previo a cambio = 07812, CV silvestres previo a cambio = 1.043 1, CV sHank3
post cambio = 20665, cv silvestres post cambio = 31623, cv SHANK3 dltima sesién = 04338, cv silvestres Ultima sesién =
1.2585.
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Estos datos en su conjunto muestran que las neuronas de ratones SHANK3
presentaron dinamicas similares al estimulo 1 y a la recompensa, en la primera
sesion con respecto a la sesion previa al cambio de contingencia y a la ultima
sesion, incrementando las latencias de respuesta para estos componentes.
Contrario a lo que observamos en las neuronas de ratones silvestres donde sdlo
disminuyeron las latencias al estimulo 1 en la primera sesidn y la sesidén previa al
cambio de contingencia, mientras que en el resto de las etapas de la tarea y los

componentes no hubo cambios, las latencias permaneces estables.

7. Discusion

Los reportes acerca de las habilidades de discriminacidn en pacientes humanos con
TEA muestran deficiencias en la flexibilidad cognitiva(American Psychiatric
Association. & American Psychiatric Association. DSM-5 Task Force., 2013; Harris et
al., 2015; Harris et al., 2016; lzadi-Najafabadi, Mirzakhani-Araghi, Miri-Lavasani,
Nejati, & Pashazadeh-Azari, 2015; Simmons et al., 2009). Esto se adapta a un estilo
cognitivo ilustrado en la Hipdtesis de la Funcién Perceptual Mejorada (Mottron,
Dawson, Soulieres, Hubert, & Burack, 2006), donde se explican las habilidades
cognitivas superiores de los pacientes en relacion a una desregulacién de la
actividad en las cortezas cerebrales sensoriales (Dakin & Frith, 2005). Actualmente
sabemos que estas desregulaciones existen, que son morfoldgicas y fisioldgicas, y
consecuentemente promueven las alteraciones conductuales(Belmonte, Allen, et
al., 2004; Belmonte, Cook Jr, et al., 2004; Belmonte & Yurgelun-Todd, 2003;
Samson et al., 2012). En este proyecto fue utilizado un modelo genético de
autismo, que emula las causas genéticas del sindrome de Phelan-McDermid
produciendo un fenotipo de “tipo autista” en ratones, que como se mencioné
anteriormente, es causado por la delecién del gen Shank3 en una condicién

haploide (Bozdagi et al., 2010).

No existe un consenso respecto a las causas del TEA, sin embargo, tomando
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ventaja de que se conoce la causa del Sindrome Phelan-McDermid, el modelo
murino se convierte en un modelo ideal para el estudio de las alteraciones
moleculares, y cdmo éstas pueden alterar la actividad neuronal y por consiguiente

el aprendizaje en el autismo.

Para dilucidar si la haploinsuficiencia de Shank3 participa en la inflexibilidad
cognitiva reportada en pacientes con TEA, se entrend a ratones SHANK3 vy silvestres
en un paradigma de discriminacion de sefiales visuales. El paradigma disefiado para
este experimento nos permitido evaluar la eficiencia de ambos genotipos en Ia
discriminacion de patrones vy, al haber realizado un cambio en la contingencia, la
flexibilidad cognitiva de los sujetos. Se observd que la capacidad de discriminar
patrones visuales de los sujetos SHANK3 no es diferente a la presentada por los
ratones silvestres pues durante las primeras 40 sesiones los sujetos de ambos
genotipos alcanzaron un desempefio alto (con mas del 70% de Aciertos). Sin
embargo, durante la segunda contingencia hubo diferencias entre los grupos, en
especial durante las ultimas 10 sesiones pues el desempefio de los sujetos SHANK3
fue insuficiente para determinar que hubieran entendido la nueva contingencia (no
mas de 60% de Aciertos). El analisis detallado de la proporcién de aciertos y falsas
alarmas revelo que desde la onceava sesion de la Contingencia 2 los ratones
silvestres eran capaces de aumentar su tasa de aciertos, mientras que los sujetos
SHANK3 permanecian por debajo del 60% de aciertos. Con estos resultados
podemos afirmar que, al menos durante el curso del experimento, los ratones
SHANK3 fueron incapaces de aprender la nueva contingencia. Esto concuerda con
los reportes en pacientes humanos, donde se presenta una ineficiente adquisicion
de tareas perceptuales debido a la previa exposicién exacerbada de los sujetos a
una contingencia (Harris et al., 2015; Harris et al., 2016). Concluimos que el
fendmeno de sobre especificidad del aprendizaje también ocurre en el modelo
murino de autismo SHANK3, y que la sobre especificidad del aprendizaje no parece

deberse a diferencias en la adquisicion de la primera tarea.
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Adicionalmente existen datos de alteraciones en la actividad neuronal de los
pacientes con TEA, en especial la informacion procesada por el sistema visual
(Dakin & Frith, 2005; Dinstein et al., 2012; Dinstein et al., 2011; Just, Cherkassky,
Keller, & Minshew, 2004; Shafai, Armstrong, larocci, & Oruc, 2015; S. Wang et al.,
2015). Estas alteraciones usualmente hacen referencia a una sobre- activacion de
las areas de procesamiento visual. Sin embargo no se ha podido realizar un analisis
mas fino debido a el tipo de técnicas disponibles. Datos recientes del laboratorio
muestran alteraciones en la actividad neuronal de corteza primaria visual de
ratones, pues presentan una mayor proporcién de neuronas selectivas a la
orientacién (Ortiz Cruz, 2017). Sin embargo, se desconoce si la haploinsuficiencia de
SHANK3 que provoca un fenotipo “tipo autista” altera la actividad neuronal, que
pudiera estar relacionada con la inflexibilidad en reconocer una nueva contingencia

en los ratones SHANK3.

Al explorar los cambios en las proporciones de neuronas selectivas para los
componentes de la tarea notamos que las diferencias entre genotipos solo existen
durante la segunda contingencia. Estos cambios en las proporciones se dan
principalmente en los grupos de células selectivas a alguno de los estimulos
presentados (patrones de enrejado), inclusive en los sujetos SHANK3 desaparece la
categoria de neuronas selectivas al estimulo 1 durante la primera sesién del cambio
en la contingencia, la sefial perteneciente a la recompensa tiende a aumentar en la
ultima sesidén pero sin tener una cambio estadisticamente significativo. Estos datos
muestran por primera vez como la actividad neuronal cambia en el transcurso de la
evolucion de una tarea de discriminacion, y que es diferente en ratones SHANK3

respecto a los silvestres.

De las mismas poblaciones neuronales fueron evaluadas las amplitudes de las
respuestas resultantes de le actividad grupal, esto se realizé para inferir la saliencia

de estos estimulos en la poblacién general de neuronas. Durante la Contingencia 1,
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solo existen diferencias entre genotipos en la respuesta de las neuronas selectivas
al Estimulo 1; en este caso las neuronas de los ratones SHANK3 presentan actividad
hasta 5 veces mayor que sus contrapartes silvestres. Durante la Contingencia 2, las
diferencias entre genotipos se observan en los Estimulos 1 y 2 pero solo en la
Primera sesion de la nueva contingencia; en este caso las amplitudes de las sefales
generadas por las neuronas de los ratones SHANK3 son menores a las de los
ratones silvestres. Estos datos podrian apoyar la teoria de Funcién Perceptual
Mejorada (Mottron et al., 2006), especialmente en el apartado donde se dice que
los pacientes con TEA son capaces de tener un desempeio superior en algunas
actividades, siempre y cuando dependan de la identificacion de estimulos sencillos
(nivel bajo de procesamiento sensorial) (Dawson, Mottron, & Gernsbacher;
Mottron et al.,, 2006; Samson et al., 2012) pues para el sistema se vuelven mas

salientes los componentes Unicamente sensoriales.

Se ha reportado que cuando los organismos son expertos en la deteccion de
algun estimulo sensorial, las latencias de respuesta a los estimulos son mas cortas,
sugiriendo esta latencia como un parametro de prediccion a aparicion del
estimulo(Ramesh et al., 2018). Si bien, no existen diferencias significativas entre
genotipos, existen diferencias significativas intragrupales a lo largo del
experimento. Es importante resaltar que el mayor numero de diferencias
intragrupo se da en los ratones SHANK3 pues las neuronas de los sujetos silvestres
solo muestran una disminucion en las latencias de las neuronas selectivas al
estimulo 1. Pareciera que las neuronas de los ratones SHANK3 son incapaces de

mantener estable un patrén temporal en las repuestas.

En su conjunto estos datos concuerdan con lo reportado en pacientes con TEA,
donde existe una inflexibilidad para aprender nuevas tareas después de una sobre-
exposicidén a una tarea previa similar (Harris et al., 2015; Harris et al., 2016) lo que

se observé en nuestro modelo de autismo. Ademas, estos datos muestran por



primera vez que la actividad neuronal y algunos pardmetros son diferentes en los
ratones SHANK3, lo que podria sugerir un diferente procesamiento de la
informacién de la via visual y consecuentemente una alteracidon en los patrones
conductuales, lo cual se ha sugerido en la literatura (Mottron et al., 2006; Samson

et al., 2012).

8. Conclusiones

1) Mediante un protocolo disefiado por nosotros, se evalud la flexibilidad cognitiva
de ratones silvestres y SHANK3. Los ratones SHANK3 mostraron deficiencias para
entender un cambio en la contingencia que no podemos argumentar sea debido a
problemas en la adquisicién de la tarea, esto nos lleva a concluir que la sobre-
especificidad del aprendizaje también existe en ratones con fenotipo “tipo autista”.
1.1) Se encontré que los ratones silvestres y SHANK3 no presentan
diferencias en los d’, proporcién de aciertos o proporcion de falsas alarmas para la
primera etapa de la tarea.

1.2) Las diferencias en el desempefio de la tarea se encontraron hasta las
ultimas 10 sesiones de la segunda contingencia, los valores de d’ para los ratones
SHANK3 sugieren la incapacidad de detectar que un estimulo diferente era
recompensado y la baja tasa de aciertos corrobora esas observaciones.

1.3) El desempefio de los ratones durante la segunda contingencia nos
permite catalogar con seguridad a los ratones como SHANK3 o silvestres.

1.4) La variacién en el d’ de los ratones SHANK3 es mas alta que en los

ratones silvestres, excepto en la primera sesidén de la nueva contingencia.

2) Se cuantifico la actividad neuronal de V1 gracias a la implementacion de exitosa
de Microscopia de excitacion de dos fotones en la corteza visual primaria para
animales despiertos (Dombeck, Khabbaz, Collman, Adelman, & Tank, 2007; Goldey
et al., 2014; Holtmaat et al., 2009).

2.1) Se encontraron que el numero de neuronas selectivas ante algunos
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componentes es diferente en ratones SHANK3 respecto a silvestres, esto para la

etapa del cambio en la contingencia.

2.2) En la segunda contingencia, especificamente en la primera sesiéon donde
esa regla fue presentada, se observaron diferencias en la actividad de las neuronas
selectivas al estimulo 1 y la recompensa, esto comparando ratones silvestres y

SHANKS.

2.3) Para la misma etapa se observaron diferencias en amplitudes de las

respuestas a componentes clave (estimulo 2) entre ratones silvestres y SHANKS3.

2.4) Las latencias al punto maximo de la sefial de las neuronas de los ratones
SHANK3 aumentan en funcion de las etapas de la tarea, excepto para el estimulo 2,

donde no se observa ninguna modificacién en este parametro.

2.5) La variacién en las respuestas se expresa en funcién de los componentes
de la tarea y en funcion de las etapas.
3) Las diferencias en la actividad neuronal y en el desempefio de la tarea pueden

ser explicadas por la haploinsuficiencia de SHANK3.
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9. Glosario

1) Densidad Post Sindptica: region electrodensa de cientos de proteinas (MaGuk,
ProSAP, Shank, cinasas, fosfatasas y ATPasas) que crean una interfase entre
receptores, moléculas de adhesidn, el citoesqueleto y vias de sefializacion; el re
arreglo de esta zona puede causar plasticidad estructural (Bockers, 2006).

2) SHANK: familia de proteinas que conforman y organizan proteinas de andamiaje
intermedias, se encuentran en las sinapsis excitatorias donde son cruciales para el
correcto desarrollo y funcionamiento de las sinapsis (Monteiro & Feng, 2017).

3) Haploinsuficiencia: Situacion donde una (de las dos) copia de un gen se
encuentra inactiva o eliminada y la copia funcional restante no es adecuada para
producir la cantidad necesaria de proteinas para mantener un correcto
funcionamiento (National Cancer Institute at NIH, 2019).

4) Receptores AMPA: receptores ionotropicos tetraméricos sensibles a L-
Glutamato; su cinética es rapida y permite la rapida (en la escala de milisegundos)
despolarizacion de la membrana post sindptica (Greger, Watson, & Cull-Candy,
2017).

5) Receptores NMDA: receptores ionotropicos tetraméricos sensibles a L-
Glutamato; se localizan en la pre y la post sinapsis, las subunidades de estos
receptores puede cambiar en funcién del desarrollo, las enfermedades o procesos
de plasticidad sinaptica (Paoletti, Bellone, & Zhou, 2013).

6) Receptores metabotropicos (mGIuR): recetores diméricos unidos a proteinas G
sensibles a L-Glutamato; los receptores pertenecientes al Grupo | se encuentran
unidos a proteinas Gq/G11, los receptores de los Grupos Il y Il se encuentran
unidos a proteinas Gi/o; se localizan en sitios sinapticos (la post sinapsis) y extra
sinapticos, son capaces de modificar la excitabilidad de las celular y la transmisién

sindptica a través de vias de sefalizacién (Niswender & Conn, 2010).
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7) Corrientes excitatorias postsindpticas miniatura (mEPC): corrientes que
correlacionan con la liberacion espontanea de un cuanto de neurotransmisor

(Jones, 2002).

8) Plasticidad sindptica: modificaciones de la eficiencia sindptica dependientes de

actividad (Abraham & Bear, 1996).

9) Estimacion de la probabilidad de activacion (ALE): meta analisis que compara
un voxel a la vez en estudios de neuro imagen; permite detectar diferencias,
reportadas en distintas publicaciones, en la actividad cerebral relacionada a

eventos (Samson et al., 2012).

10) Flexibilidad cognitiva: dimensién central de las funciones ejecutivas que
permite el control de las acciones y la adaptacién flexible ante ambientes
cambiantes permitiendo el cambio entre distintas tareas (Buttelmann & Karbach,
2017).

a. Inflexibilidad Cognitiva: ausencia de flexibilidad cognitiva (Buttelmann &
Karbach, 2017; Harris et al., 2015; Harris et al., 2016).

11) Sobre-especificidad del aprendizaje: estilo anédmalo de aprendizaje que
refleja una pobre (Ortiz Cruz, 2017) adquisicién de la tarea vy, por ende, una falla en
la generalizacion de las reglas de aprendizaje mostradas en una tarea anterior
(Harris et al., 2015; Harris et al., 2016).

12) Patrén de enrejado en movimiento: estimulo que consiste en un patrén
completo de enrejado sinusoidal que se mueve en una direccidon perpendicular a la
orientacion del patron de enrejado (Allen Institute, 2019).

13) Contingencia: relacidon entre una respuesta y una consecuencia que
puede ser positiva (si aumenta la probabilidad de emision de la respuesta) o
negativa (si disminuye la probabilidad de emisién de la respuesta), también puede
llamarse contingencia respuesta-reforzador (American Psychological Association,
2019).

14) Neurona modulada: célula con una repuesta significativamente mayor

(respecto a su actividad basal) ante una caracteristica (Ortiz Cruz, 2017).
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15) Neurona selectiva: célula con una respuesta significativamente mayor
(respecto a su actividad basal) ante una y solo una caracteristica (Ortiz Cruz, 2017).

16) d’: medida usada en el campo de la Teoria de deteccidon de senales que
evalla la distancia entre la sefal (estimulo) y el ruido (ausencia de estimulo) en
unidades de desviacion estandar (Stanislaw et al., 1999).
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