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Resumen

El trastorno del espectro autista (TEA), es un trastorno del neurodesarrollo. Se caracteriza
por cuatro sintomas centrales: deficiencias en el lenguaje, deficiencias en la interaccién
social, movimientos repetitivos o estereotipados y alteraciones sensoriales. Dentro de las
alteraciones sensoriales mds estudiadas en el TEA, estdn los procesos visuales, como
atencién visual atipica, percepcién atipica del movimiento global, incremento de la
actividad en dreas de procesamiento visual, entre otros. Sin embargo, se desconocen los
mecanismos neuronales subyacentes y como las alteraciones neuronales repercuten en la

conducta.

Para el estudio de los mecanismos neuronales del TEA, utilizamos un modelo genético de
autismo, ratones heterocigotos Shank3, un modelo basado en el sindrome Phelan-
McDermid, causado por la delecion haploide del gen Shank3. Sabemos que estos ratones
presentan mayor proporcién de neuronas que responden a estimulos visuales, ademas
estas neuronas poseen un mayor indice de selectividad a la orientacidn en comparacién a
ratones silvestres. En estos ratones evaluamos como la haploinsuficiencia de Shank3
afecta la actividad neuronal de la corteza visual primaria durante el aprendizaje en una
tarea de discriminacién visual de tipo Go-No go. Los resultados muestran que los ratones
Shank3 aprenden mas rapido la tarea, y su actividad neuronal es mds dindmica sin cambiar
la magnitud de su respuesta, lo cual sugiere que puede haber cambios a nivel intracortical

qgue procesen de manera diferente la informacién en los ratones Shank3—



Abstract

Autism spectrum disorder or ASD is a neurodevelopment disorder whose hallmarks are
characterized by social deficits, language impairment, repetitive or stereotyped behaviors,
and sensory abnormalities. Visual processing in ASD is one of the most studied sensory
alterations, for instance has been reported that patients with ADS shown atypical visual
attention, atypical perception in global motion, and increased neuronal activity in visual
processing brain areas. However, is it unknown the neuronal bases of ASD and how

neuronal alterations may affect the behavior.

Our goal is to study the neural activity in the primary visual cortex (V1) of a genetic mouse
model of ASD, specifically, a Phelan McDermid syndrome, caused by a deletion of the
Shank3 gene in one allele chromosome 22 in humans. Thus, using heterozygous Shank3
mice, which showed a higher proportion of modulated neurons in response to visual
gratings. Moreover, these neurons display a higher orientation selectivity index in

comparison to wild-type mice.

Herein, using Shank3 mice we evaluated how the haploinsufficiency of Shank3 might
affect the neuronal activity of V1 during learning in response to a Go-No go visual
discrimination task. Our results show that Shank3 mice learn quickly in comparison to
wild-type mice. Regarding neuronal activity, we found out that the neuronal activity is
more dynamic with change the magnitude, this suggests that intracortical changes may

occur which may alter the cortical processing in Shank3 mice.



1. Introduccién
1.1 Trastorno de espectro autista.

El trastorno de espectro autista (TEA) es considerado un desorden del neurodesarrollo,
sus sintomas centrales son deficiencias en la comunicacién verbal y no verbal, deficiencias
en la interaccién social, conductas repetitivas o estereotipadas, vy alteraciones en la
percepcion sensorial (Association 2013) . Asi mismo, existe una comorbilidad con otras
condiciones médicas o psiquiatricas tales como discapacidad intelectual, epilepsias,
dificultades en el control motor, ansiedad, trastorno por déficit de atencidn por
hiperactividad, desérdenes del suefio, problemas gastrointestinales, entre otros
(Bourgeron 2015, Schroeder et al 2017). Actualmente se considera que el TEA es un
desorden comun, ya que se estima que la prevalencia global es de 1 en 160 nifios de

acuerdo con el ultimo reporte de la OMS (Elsabbagh et al 2012).

1.2 Sindrome Phelan-McDermid y SHANK3

A la fecha, se desconocen las causas del TEA. Sin embargo, se ha reportado que existe un
componente genético importante. Algunas alteraciones genéticas detectadas en el TEA
afectan genes asociados a la estructura y funcién sinaptica, por lo que a algunos

trastornos de espectro autista se les ha denominado sinaptopatias (Bagni & Zukin 2019).

Un ejemplo de sinaptopatia es el sindrome Phelan-McDermid (PMS, por sus siglas en
inglés), un trastorno que por su sintomatologia es considerado dentro del espectro
autista. Se caracteriza por hipotonia muscular neonatal, retraso o ausencia del desarrollo

del habla y discapacidad intelectual de grado variable (Pega et al 2011, Wilson et al 2003).



Este sindrome es causado por una delecién en el brazo q del cromosoma 22, provocando
la 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 comun denominador en todos lo casos reportados es

la haploinsuficiencia del gen Shank3.

Shank3 codifica para la proteina del mismo nombre (SHANK3), un miembro de la
familia SHANK (SHANK1, SHANK2, SHANK3), es una proteina de anclaje de la densidad
postsindptica de neuronas glutamatérgicas. Estructuralmente SHANK3 cuenta con cinco
dominios de unién a proteinas, ANK (region de seis repeticiones de anquirina), SH3 (por
sus siglas en inglés: Src Homology 3), PDZ, PRO (regién 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 region SH3 interactia con la proteina GRIP y con canales de calcio
dependientes de voltaje. El dominio PDZ, interactia de manera directa con los receptores
AMPA vy con las proteinas SAPAP1 (por sus siglas en inglés: SAP90/PSD95- associated
protein 1”), que a su vez interactian con los receptores NMDA. En la region rica en
prolina, se une la contractina y la proteina Homer, la cual interactda con los receptores
mGlu. Finalmente se encuentra el dominio SAM, el cual es requerido para la localizacién

de SHANKS3 a la densidad postsindptica (Monteiro & Feng 2017, Tu et al 1999) (Fig. 1).
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Figura 1. Proteina SHANK3. El
esquema ilustra a la proteina
SHANKS3 (gris) con sus respectivos
dominios de unién a proteinas,
repeticiones de anquirina (ANK),
SH3, PDZ, regidén rica en Prolina
(Pro) y SAM, y su expresion en la
postsinapsis. Ademas muestra los
sitios de unidn a proteinas para
los receptores glutamatérgicos y
el canal de calcio Cav 1.3.
Modificado de lJiang y Elhers,
2013.

«w-fodrina

SHANKS3

SHANK3 se expresa en grandes cantidades en corazén, y de forma moderada en
cerebro y bazo. En el cerebro se encuentra altamente expresada en sinapsis
corticoestriatales, tdlamo, hipocampo y cerebelo (Lim et al 1999, Wang et al 2014).
Existen cinco isoformas de esta proteina que se expresan de forma diferencial en funcidn
del estadio de desarrollo, tipos celulares o regiones cerebrales. Ademas, varian en la
composicion de los dominios de union a proteinas que las componen, SHANK3A, SHANK3C
y SHANK3E contienen los dominios PRO y SAM, mientras que SHANK3B carece de los
dominios PRO y SAM (Bozdagi et al 2010, Carbonetto 2014, Jiang & Ehlers 2013, Monteiro

& Feng 2017).



1.3 Modelo genético de autismo PMS (ratones Shank3)

En humanos, Shank3 es uno de los genes mejor caracterizados implicados en el
trastorno del espectro autista. Sin embargo, existe poca informacién de las consecuencias
de la haploinsuficiencia de Shank3 en el sistema nervioso, y cdmo altera la funcidon
sindptica y consecuentemente la actividad neuronal que pudiera estar provocando la
condicién neuroldgica del TEA. Con la finalidad de estudiar estas alteraciones moleculares,
se han desarrollado modelos animales que presentan alteraciones genéticas similares a las
que ocurren en pacientes humanos.

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. Cada uno presenta fenotipos especificos o alteraciones
celulares particulares, que son validos para el estudio del TEA, pues en humanos se han
reportado gran diversidad de deleciones de Shank3 que provocan un mosaico de
variabilidad de las condiciones neuroldgicas. Sin embargo, uno de los modelos donde la
mutacion en Shank3 es similar a la condicidn humana, es el ratdén heterocigoto de Shank3,
similar a lo que ocurre en los humanos donde la mutacién se presenta en una condicién
haploide. Este modelo es un ratén genéticamente modificado en el que, por medio del
sistema de Cre recombinasa, se eliminaron los exones del 4 al 9, que fueron flanqueados
por sitios loxP (Fig. 2). Esta porcion eliminada en un sélo alelo corresponde al dominio

repetido de anquirina (ANK) del gen Shank3. Esta delecidon impide que la expresion de



Shank3 sea completa, pues reduce en un 50% la expresion de mRNA/proteina en la

densidad post-sinaptica (Bozdagi et al 2010).
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Figura 2. Modelo genético de autismo con haploinsuficiencia de Shank3. Estructura gendmica de Shank3,
los numeros representan los exones. Abajo: Localizaciéon de los sitios loxP flanqueando los exones 4-9 para la
delecién de dominio de repeticiones de Ankirina en un alelo silvestre. Posterior se muestra el alelo mutado
por la acciéon del sistema Cre recombinasa, que elimina la porcion flanqueada por los sitios loxP,
produciendo el fenotipo haploinsuficiente de Shank3. Modificado de Bozdagi, et al., 2010.

Los ratones heterocigotos para Shank3 son un modelo genético de TEA,
fenotipicamente presentan deficiencias en la interaccidn social, incremento en conductas
repetitivas (acicalamiento), vocalizaciones ultrasénicas reducidas (Bozdagi et al 2010,
Jaramillo et al 2016, Yang et al 2012) e hiposensibilidad al dolor (Han et al 2016). A nivel
neurofisioldgico presentan una disminucién en la transmisién glutamatérgica, reduccién
en el cociente NMDA/AMPA de sinapsis excitatorias, asi como una potenciacidn sinaptica

reducida (Bozdagi et al 2010, Yang et al 2012).



1.4 Alteraciones en el procesamiento neuronal de la informacion visual en el autismo

El autismo ha sido descrito como un trastorno general del procesamiento neuronal
(Belmonte et al 2004). Al respecto, se ha reportado que en pacientes con TEA existen
alteraciones en la actividad neuronal, y en la sincronizacién inter-hemisférica en
diferentes regiones corticales, lo cual no ocurre en pacientes control (Dinstein et al 2012,
Dinstein et al 2011). Ademas, en individuos autistas se ha reportado un incremento de la
actividad neuronal en regiones cerebrales relacionadas con la integracién visual en
comparacion con individuos no autistas (Lee et al 2007, Samson et al 2012a).
Recientemente se reportd que presentan una atencidn visual atipica a través de multiples
niveles y categorias de objetos, presentando un sesgo por el centro de las imagenes sin
importar la distribucién de los objetos, y pasan menos tiempo mirando rostros o los

objetos principales dentro de la imagen (Wang et al 2015).

Un estudio de meta andlisis de ALE (por su siglas en inglés: Activation Likelihood
Estimation) mostrd que las publicaciones de 1995 a 2009 reportaban un incremento de la
actividad neuronal en regiones cerebrales relacionadas con la integracién visual (Samson
et al 2012b). Estos reportes sugieren que en el TEA existe alteraciones de la actividad
neuronal, siendo la percepcién visual una de las mas estudiadas. Sin embargo, se
desconocen las causas que conllevan a estas alteraciones que a su vez influyen en las

afecciones neuroldgicas de las personas con autismo.



1.5 Actividad neuronal de la corteza visual primaria de ratones asociada a aprendizaje

A pesar de las diferencias en la complejidad biolégica entre roedores con respecto a los
humanos, existen una serie de similitudes basicas a nivel anatémico y funcional entre
ambos organismos. Esto permite utilizar al ratdn como modelo estandar, ofrece la
posibilidad de realizar manipulaciones genéticas para estudiar fendmenos particulares. En
los ratones los estimulos visuales llegan a retina y éstos son transformados en sefiales
eléctricas por los foto-receptores, y a través de un procesamiento intra-retinal la
informacién es enviada al cerebro por las células ganglionares de la retina. Estas mandan
sus proyecciones al coliculo superior (CS), y al nucleo geniculado lateral del tadlamo (NGL).
Las neuronas del NGL proyectan a la corteza primaria visual (Fig. 3) (Priebe & McGee 2014,
Wilks et al 2013) especificamente a la capa 4 de corteza visual, y éstas neuronas a su vez
proyectan a capas 2/3 y éstas a capa 5, donde la informacion es relevada hacia nucleos de
procesamiento superior como la corteza retroesplenial, la corteza motora, el hipocampo,

el drea tegmental ventral, entre otras (Makino

zona binocular

& Komiyama 2015, Pakan et al 2018, Sun et al

zona

mononocular 2 O 1 6 ) .

Figura 3. Sistema visual de raton. Esquema del sistema
visual del ratén, donde se muestran las zonas de vision
binocular y monocular. Donde las células ganglionares de
retina mandan sus proyecciones al nucleo geniculado
lateral (NGL), o al coliculo superior (CS). EIl NGL envia sus
proyecciones a corteza primaria visual. Modificado de
Priebe and McGee, 2014.




Es importante mencionar que el modelo murino resulta conveniente ya que es
amplio el conocimiento que se tiene sobre la fisiologia neuronal de la corteza visual
primaria (V1). Al respecto, se sabe que las neuronas de las capas 2/3 de V1 de ratones
responden a propiedades particulares de los estimulos visuales, tales como contraste, la
direccion del movimiento y la orientacion (Atallah et al 2012, Chen et al 2013, Glickfeld et
al 2013, Sun et al 2016). Asi mismo, diversos estudios sostienen que procesos de
aprendizaje conllevan a cambios dindmicos en la actividad neuronal de los distintos tipos
celulares de la corteza visual y que éstos contribuyen a la formacidon de modelos internos
para predecir y codificar eficientemente la informacion proveniente del ambiente.
Ademas, se considera que la dinamica en la actividad neuronal de V1 es necesaria para el
aprendizaje de tareas visuales (Bastos et al 2012, Makino & Komiyama 2015, Poort et al

2015).

Por ejemplo, se ha propuesto un cambio en la actividad neuronal en respuesta a un
aumento en las entradas sindpticas provenientes de la via top-down y una disminucién en
la fuerza sindptica de la via bottom-up asociadas al aprendizaje visual (Makino &
Komiyama 2015). Por otro lado, se ha reportado que la interconectividad de V1 con otras
cortezas, como la motora primaria (M1), pueden modular su activad después de un

aprendizaje que involucre a ambas regiones (Pakan et al 2018).
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1.6 Imagenologia de calcio con microscopia de excitacidon de dos fotones

Con la finalidad de evaluar la respuesta de sistema nervioso ante estimulos sensoriales o
el aprendizaje, se ha vuelto esencial registrar la actividad neuronal simultdaneamente con
la conducta. Esto se logra gracias a la imagenologia de calcio con microscopia de
excitacion de dos fotones en ratones despiertos. Esta técnica consiste en visualizar los
cambios intracelulares de la concentracidn calcio proveniente de la actividad neuronal
mediante indicadores fluorescentes de calcio genéticamente codificados (GECls, por sus
siglas en inglés Genetically Encoded Calcium Indicators), siendo el GCaMP uno de los mas
usados en la actualidad. Este indicador es una proteina de fusidén entre la proteina verde
fluorescente GFP (por sus siglas en inglés: Green Fluorescent Protein), el péptido M13 y la
proteina Calmodulina (CaM). En ausencia o bajas concentraciones de calcio intracelular,
CaM y M13 se encuentran separadas entre si, y cpGFP emite bajos niveles de
fluorescencia. Cuando aumenta la concentracién de calcio intracelular en respuesta a
potenciales de accidn, éste se une a CaM, promoviendo la unién entre ella y M13; esta
union promueve un cambio conformacional en cpGFP ocasionando un aumento en la
fluorescencia que emite cuando es excitada con longitudes de onda de 450 a 490nm
(Broussard et al 2014) o de 900 a 940 nm cuando se utiliza microscopia de excitacion de
dos fotones (Figura 4)(Chen et al 2013). La secuencia genética de este indicador se puede
introducir al genoma de las células a través de transfecciones con plasmidos o vectores

virales, lo que permite la expresidn de estas proteinas en las células de interés.
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Figura 4. Indicadores de calcio genéticamente codificados (GECI) para el estudio de la actividad neuronal.
a) Esquema del indicador de calcio GCaMP6f, el cual se expresé en neuronas de V1 de ratones mediante
infecciones con vectores virales. Se indican las regiones y dominios especificos para GCaMP6f. T381R, S383T
R92G y A317E son dominios de unién al i6n calcio. b) Correlacidn de los cambios en la fluorescencia
(denominados transitorios de calcio, linea color azul) y el registro electrofisioldgico (linea color gris) en una
neurona (ilustrada en el recuadro superior izquierdo) que expresa GCaMP6f. ¢) Ampliacidon del recuadro
indicado en b, donde se muestra la sensibilidad en los cambios de fluroescencia de GCaMP6f a partir de un
potencial de accion. Modificado de Chen et al., 2013.

1.7 Antecedentes de la actividad neuronal en modelos murinos de patologias del
neurodesarrollo

Debido a que las alteraciones en la percepcidn sensorial son uno de los sintomas centrales
del TEA, se han realizado estudios para evaluar el procesamiento sensorial en modelos
murinos del sindrome del X fragil (Fmrl”"), la forma mas comln de retraso mental
heredada en humanos. En uno de estos estudios, se evalud el indice de selectividad a la
orientacién (OSI, por sus siglas en inglés: Orientation Selectivity Index) de las neuronas
piramidales de V1, y el desempefio de éstos ratones en una tarea de discriminacién visual
de tipo Go - No go. Al respecto, observaron una disminucion en la selectividad de las
neuronas, es decir que una sola neurona responde a varias orientaciones de los estimulos
visuales. Ademas, encontraron que dicha disminucion en la selectividad corresponde con
una disminucion en el desempefio de los ratones en la tarea de discriminacion visual (Goel
et al 2018). En otro estudio, con el mismo modelo, analizaron las oscilaciones corticales de

V1 asociadas a la experiencia, asi como la interconectividad de esta regién cerebral.
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Encontraron diferencias en las oscilaciones, tales como decrementos en las magnitudes
oscilatorias y perfiles temporales alterados, asi como disminuciones en Ia
interconectividad de las capas de V1 (Kissinger et al 2020).

Ademas de estos estudios, recientemente se analizd respuesta sensorial en un ratén
knockout para Shank3, se analizé la actividad neuronal en la corteza somatosensorial en
respuesta a la estimulacién de vibrisas. Se encontrd que existe una hiperexcitabilidad en
las neuronas piramidales y una disminucién en la actividad de las interneuronas
GABAérgicas. Estos resultados sugieren que la hiperreactividad sensorial reportada en el
TEA puede ser producto de un desbalance en la inhibicién neuronal (Chen et al 2020).

Respecto a la actividad neuronal en V1, en nuestro laboratorio hemos analizado la
actividad de esta regidn en ratones haploinsuficientes de Shank3. Mediante imagenologia
de calcio in vivo con microscopia de excitacion de dos fotones, observamos diferencias en
la actividad neuronal de las capas 2/3 de V1 en ratones SHANK3 en comparacion de los
ratones silvestres. De forma breve, encontramos en ratones Shank3 una mayor
proporcién de neuronas con actividad modulada por los estimulos visuales, de forma
particular encontramos que las neuronas de éstos ratones presentan un mayor indice de
selectividad a la orientacion (Fig. 5). Estos datos demuestran que la haploinsuficiencia de
Shank3 altera la sintonizacion a la orientacion en neuronas de corteza visual primaria (CA.

2017).
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Figura 5. Incremento en la sintonizacion a la orientacion en neuronas de V1 de ratones Shank3. a)
Proporcion de neuronas selectivas en ratones silvestres y Shank3. b) Histograma del indice de selectividad a
la orientacion (O.S.I) en ratones silvestres y Shank3. c) Cuantificacion de la selectividad a la orientacion.

2. Planteamiento del Problema

Datos obtenidos de nuestro laboratorio muestran, por primera vez, que en ratones
haploinsuficientes de Shank3 (Shank3) existe diferencias en la actividad neuronal de
corteza visual primaria en comparacién con ratones silvestres. Hemos observado que
existe una mayor proporcion de neuronas con actividad modulada por la estimulacion
visual en los ratones Shank3. Asi mismo, existen un mayor nimero de neuronas selectivas
en ratones Shank3 y ademas, éstas presentan una mayor selectividad a la orientacién de
los estimulos visuales en comparacién a los ratones silvestres. Esto sugiere que en los
ratones Shank3 existe una alteracion a nivel de procesamiento neuronal en la corteza

visual, que es la responsable de codificar la selectividad a la orientacién
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Por otro lado, se ha propuesto que procesos de aprendizaje conllevan a cambios
dinamicos en la actividad neuronal de los distintos tipos celulares de la corteza visual que
contribuyen a la formacidon de modelos internos para predecir y codificar eficientemente
la informacion proveniente del ambiente, y que esta dinamica en la actividad neuronal de
V1 es necesaria para el aprendizaje de tareas visuales (Bastos et al 2012, Makino &

Komiyama 2015, Poort et al 2015).

Por lo tanto, de los estudios realizados en el laboratorio con ratones Shank3, que
muestran alteraciones en el procesamiento de la informacién visual en corteza visual
primaria, asi como en los antecedentes que involucran a la actividad de V1 en el
aprendizaje, nos planteamos evaluar si la haploinsuficiencia de Shank3 altera la actividad
de las neuronas que responden a una tarea de discriminacion visual de tipo Go-No go y

consecuentemente el aprendizaje.

3. Hipdtesis

La haploinsuficiencia de Shank3 altera la actividad neuronal de corteza visual primaria
(capas 2/3), que en consecuencia pueden modificar el desempefio en la ejecucidén de una

tarea de discriminacion visual.
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4. Objetivo general

Analizar in vivo la actividad neuronal de la capa 2/3 de la corteza visual primaria en
ratones Shank3*" y silvestres (Shank3*/*) asociada a la realizacién de una tarea de

discriminacion visual.

4.1 Objetivos particulares
1. Entrenar ratones heterocigotos (Shank3*/) y silvestres (Shank3*/*) a aprender una

tarea de discriminacion visual de tipo Go-No go.

2. Evaluar el desempefio de ratones Shank3*- y Shank3*/* en la realizacién de la
tarea de discriminacion visual.

3. Realizar imagenologia de calcio con microscopia de excitacion de dos fotones in
vivo de las capas 2/3 de la corteza visual, mientras realizan la tarea de
discriminacion visual. En las diferentes etapas de aprendizaje de la tarea.

4. Analizar la actividad neuronal (derivada de sefiales de calcio provenientes de
GCaMP6f) con algoritmos de Matlab de las neuronas de la corteza visual en

funcién del comportamiento.

5. Métodos

5.1 Animales
Todos los procedimientos que se llevaron a cabo con animales para la realizacién de este

proyecto se aprobaron por el Comité Interno para el cuidado y uso de animales de

laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM (protocolo no. YRC94-16)

16



Se utilizaron ratones macho de la cepa B6(Cg)-Shank3tm1.2Bux/) (Jackson
Laboratory, Lote no. 017890) de 8 a 16 semanas de edad. Los grupos experimentales se
formaron con ratones heterocigotos (Shank3*) (fenotipo tipo autista) y silvestres
(Shank3*/*) de la misma cepa. Todos los experimentos se realizaron a doble ciego, lo que
implica que el experimentador desconocia el genotipo de los animales hasta que se

concluye el andlisis de los datos obtenidos.

5.2 Cirugias estereotaxicas

Las cirugias se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Holtmaat (Holtmaat et al
2009) para la elaboracion de ventanas craneales. Se realizaron en un cuarto de
bioseguridad nivel 2, y se utilizé equipo de proteccidén personal (guantes de nitrilo, cofia,
cubrebocas y bata quirdrgica desechable), todo esto en un ambiente aséptico. Los
animales se anestesiaron en una cdmara de isofluorano, a un nivel de saturacién de 4%
para iniciar la cirugia. Una vez anestesiados (frecuencia respiratoria = 1/seg), se
posicionaron en el estereotaxico que esta conectado a un sistema de anestesia
(isofluorano 1.5%), sobre un colchén térmico para mantener la temperatura del animal
durante el procedimiento quirldrgico. Los ojos de los ratones se protegieron de la
deshidratacion e irritacién aplicando un ungliento ocular de uso veterinario.
Posteriormente se expuso el craneo del animal en cirugia y se alined en el
estereotaxico para ubicar la region de V1 en el hemisferio izquierdo con las siguientes
coordenadas: 2.5 mm lateral y 0.5 mm anteroposterior respecto a lambda. Se procedio a

la realizacion de la ventana craneal de aproximadamente 2.5 mm de diametro con un
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taladro dental de %", evitando dafar la dura. Una vez que se accedié al tejido cerebral se
mantuvo hidratado con una solucién de iones denominada buffer de corteza estéril (NaCl,
125 mM, KCI 5 mM, glucosa 10 mM, HEPES 10 mM, CaCl, 2 mM, MgS04 2 mM, pH 7.4).
Para evitar el sangrado excesivo durante la craneotomia se utilizaron esponjas
hemostaticas humedecidas con el buffer de corteza. Posteriormente se realizé la inyeccidn
del virus adenoasociado AAV1-Syn-GCaMP6f-WPRE-SV40 (Penn Vector Core), en el area
dénde se realizé la craneotomia (2.5 mm lateral y 0.5mm antero-posterior respecto a
lambda), a una profundidad de 250 um, area que corresponde a las capas 2/3 de la
corteza visual primaria de los ratones. En cada animal se realizaron tres inyecciones de 50
nl cada una, en diferentes sitios, utilizando un micro-inyector Nanoject 2.0 (Drummond
Scientific) y pipetas de borosilicato de 0.5 um, con una punta biselada a 45°
aproximadamente. Después de cada inyeccion se dejé difundir el virus durante
aproximadamente 15 minutos para cada inyeccién.

Terminadas las inyecciones se colocd un cubreobjetos circular de 3 mm de
didmetro con un espesor #1 (Warner Instruments, 64-0720) sobre el tejido expuesto,
donde previamente se puso una gota de buffer de corteza para evitar la deshidratacién
del tejido. La orilla del cubreobjetos se adhirié al craneo con cianoacrilato.

Se colocd una barra de acero (Disefiado por Takaki Komiyama, Janelia Farm) para
trabajar en el modo de cabeza fija (Guo et al 2014) en la parte anterior del craneo,
ligeramente atrds de los ojos; previamente se raspo6 el craneo con una navaja de bisturi

para lograr una mayor superficie de contacto entre el cianoacrilato, la barra y el hueso del
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craneo. Se dejé secar por completo el adhesivo y se cubrié el craneo y la piel expuesta con
acrilico dental (Orthojet).

Durante la cirugia se administraron farmacos para reducir la inflamacidn y el dolor,
asi como para evitar infecciones y deshidratacidn. Se aplicaron dexametasona (2@g/g-1
peso) via intramuscular, solucién de Ringer lactato 19 (0.015ml/g-1 peso) via subcutanea,
sulfametoxazol (1 mg/ml) y trimetoprima (0.2 mg/ml) via subcutanea. Al finalizar la
cirugia, se retird al animal del estereotaxico y su recuperacién fue monitoreada durante
60 minutos posteriores a la cirugia. Si la recuperacién resulté favorable, se mantuvo en el
area de recuperacién por 48 horas, posterior a este periodo se traslada al vivario donde

permanecio para fines experimentales.

5.3 Protocolos conductuales

Después del periodo de recuperacidn, se siguid un protocolo de manipulacién vy
habituacidn al sistema de cabeza fija, para reducir el estrés de los animales (Guo et al
2014). Para acostumbrar a los animales a las manos del experimentador, se siguié un
programa de privacidon de agua, en el que se limita el acceso al agua removiendo los
bebederos de sus cajas y ofreciéndoles agua con una pipeta o jeringa al tiempo en que se
manipulan. El protocolo manipulacion consistié en colocar a los ratones sobre la palma de
la mano, dejandolo explorar libremente. Se les ofrecié agua o comida para identificar el
momento en el que se relajan, pues los animales sélo beben y comen en la mano del

experimentador cuando estdn relajados. La manipulacion se realizd durante tres dias,
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procurando mantener el peso de los animales al 85% de su peso al iniciar el programa

privacién de agua.

Al cuarto dia a los animales se les presentd la estacion de trabajo del sistema de
cabeza fija, y se les dejo explorar libremente. Cuando se logré que los ratones comieran y
bebieran estando dentro del tubo de la estacidn, se realizé la maniobra de fijacidn, que
consiste en tomar firme y cuidadosamente la cabeza del animal y fijar la barra de aceré en
los postes de la estacidn de trabajo, ajustandola con un par de tornillos, para evitar que el
animal, una vez fijado, se mueva de su lugar. En esta posicidén se ofrecié agua y comida al
animal, para buscar reducir su nivel de estrés y el protocolo se repitié durante tres dias,
dejando al animal con la cabeza fija durante mas tiempo en cada sesién de habituacién

hasta conseguir que estuvieran tranquilos en el tubo por al menos 30 minutos

Se disefid una tarea de discriminacion visual de tipo Go-No go, mediante el
desarrollo de algoritmos en la suite de desarrollo de Matlab y la libreria de funciones
Psychophysics Toolbox. Mediante los algoritmos se generaran estimulos visuales que
consistirdn en barras negras y blancas con dos orientaciones diferentes (90° y 0°) y que
presentan movimiento (Fig. 6). La estructura de la tarea estd basada en protocolos

descritos previamente (Berditchevskaia et al 2016).
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Figura 6. Esquema de la tarea de discriminacidn visual de tipo Go — No go. a) Se muestra el flujo temporal
de la tarea de discriminacion visual y los componentes durante la presentacion de un estimulo Go (panel
superior) y de un estimulo No go (panel inferior). En el caso del estimulo go, si hay respuesta por parte del
raton en la “ventana de respuesta”, se entrega una recompensa, mientras que, si hay respuesta en el
estimulo no go, se dard un castigo, que consiste en un soplido de aire a presion y un tiempo fuera, que
consiste en la presentacién de una pantalla color negro. Los estimulos Go y No go son ortogonales entre
ellos, es decir, su orientacion esta separada por 90°. b) Esquema de la estacion de trabajo en modo de
cabeza fija. Donde se observa en la vista superior que el monitor es colocado en el ojo contralateral a la
ventana craneal en un angulo de aproximadamente 70° y "25 cm de distancia, a través del cual se
proyectan los estimulos visuales.

El paradigma conductual de la tarea estd dividido en las siguientes fases:

1. Fase de pre-entrenamiento (asociacidon estimulo-recompensa): Se presentd
el estimulo Go, el estimulo a 90° o 225°, durante dos segundos, para posteriormente
entregar una recompensa de forma automatica, una vez que el estimulo haya terminado

de presentarse. Esta fase consistid en una sola sesion

2. Fase de entrenamiento guiado: Se presentaron de forma semi-aleatoria los

estimulos Go y No go, mediante un algoritmo que previene que el mismo tipo de estimulo

se presente mas de tres veces. El estimulo Go se presenta durante dos segundos e
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inmediatamente después de finalizada la presentacion del estimulo se liberard una
recompensa. Cuando se presente el estimulo No go, no se liberaré recompensa y durante
esta fase, si hay respuesta durante la presentacion de este estimulo, no se aplica castigo.

Esta fase se realiza por tres sesiones consecutivas.

Tarea de tipo Go-No go: Durante esta fase se presentaron de forma semi-aleatoria
dos estimulos visuales, usando un algoritmo que evite que se presente el mismo estimulo
mas de tres veces consecutivas. En esta fase, los estimulos se presentaron durante dos
segundos, de los cuales los primeros 500 ms corresponden al periodo buffer y una ventana
temporal de respuesta de 1.5 s. Para que se considere un acierto o hit, el ratén debera dar
lenglietazos durante la presentacion del estimulo Go y mantenerlos por al menos 500 ms
después, y se entrega una recompensa 1s después de finalizar la presentacion del
estimulo visual. Si el ratén responde durante la presentacidn del estimulo No go (angulo
0°), se considera como una Falsa alarma (FA) y se castiga al ratén con un pulso de aire
comprimido dirigido a su rostro, inmediatamente se da un tiempo de castigo, en el que se
presenta una pantalla negra durante 5 seg, en los que también se da pulsos de aire

comprimido en caso de que haya lengilietazos por parte del animal.

Los estimulos visuales fueron presentados en un monitor LCD de 17” con
resolucién de 2.048 x 1.536 pixeles a 264 pixeles por pulgada, colocado a una distancia de
aproximadamente 25 cm del centro del ojo derecho de los ratones (contralateral a la
ventana craneal), y en una orientacién aproximada de 70° respecto a la punta su nariz, con

el fin de abarcar la mayor parte del campo visual monocular de los ratones.
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5.4 Imagenologia de calcio in vivo a través de microscopia de excitacidon de dos fotones.

Para la adquisicion de imdagenes de calcio in vivo en animales despiertos se utilizé un
microscopio de excitaciéon de dos fotones Zeiss LSM 710, objetivo 20x Plan Apochromat de
inmersion de agua, 1.0 AN, 2.4 mm distancia trabajo, laser infrarrojo pulsado Chameleon
Ultra Il (Coherent). EIl GCaMP6f se excité a una longitud de onda de 900 nm, y se realizé

imagen a una profundidad de 250 micras (+/- 50micras) (Fig. 7).

La tasa de adquisicion de imagenes fue de 5 Hz (200ms/cuadro). La estacién de
trabajo para el modo de cabeza fija fue colocada debajo del objetivo del microscopio, una
vez fijado el ratén se colocd como interface una gota de agua entre el objetivo y el
cubreobjetos de la ventana craneal. El objetivo fue cubierto con una pelicula negra para

evitar la contaminacion de luz y la exposicidn de los fotomultiplicadores.

Para registrar la actividad conductual de los ratones durante la realizacién de la
tarea, se construyeron circuitos electronicos que se conectaron a microprocesadores
(tarjetas Arduino UNO) y se desarrollaron algoritmos para registrar los eventos ocurridos
durante la tarea en una resolucidon temporal de milisegundos. Se registraron los tiempos

de estimulacidén, de liberacion de recompensa, castigos y lenglietazos.
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El inicid y el final de la adquisicién de imagenes se controld usando una interfaz de

Matlab y una tarjeta Arduino UNO, por medio de una serie de circuitos eléctricos

conectados a un controlador electréonico del microscopio, el cual regresa una sefial cada

vez que se inicia la adquisicién de un cuadro. Este circuito es el mismo que se utiliza para

registrar los tiempos de cada evento de la tarea, y en las sesiones de microscopia, también

se registraron los tiempos de inicio de cada cuadro.
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Figura. 7. Imagenologia de calcio in vivo a través de microscopia de excitacion de dos fotones. a) Esquema
de la estacion de trabajo en donde se coloca al ratén en modo de cabeza fija en el microscopio de excitacion
de dos fotones. b) Vista superior de cdmo se observan las neuronas positivas a GCaMP6f a través de la
ventana craneal, representa la regidn de interés (ROI). c) Componentes del microscopio de excitacion de dos
fotones basado en un sistema de escaneo por galvanémetros, usando un laser infrarrojo pulsado a 900nm

para excitar GCaMP6f en las capas 2/3 de corteza visual.
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5.5 Obtencién y andlisis de datos

El andlisis de la conducta se realizd considerando los siguientes pardmetros
(Berditchevskaia et al 2016): la tasa de aciertos, la tasa de falsas alarmas e indice de

discriminacion. Para obtener estos parametros se emplearon las siguientes ecuaciones

total de aciertos

it =
nGo

Donde Hit es la tasa de aciertos y nGo es el nUumero de ensayos Go que se

presentaron en la sesion.

A total falsas alarmas
B nNoGo

Donde FA es la tasa de falsas alarmas y nNoGo es el total de estimulos No Go que

se presentaron en la sesién
d' = z(Hit) — z(FA)

Donde d” es el indice de discriminacion y z(Hit) y z(FA) son la distribucion inversa

normal cumulativa de la tasa de aciertos y de falsas alarmas, respectivamente.

Los valores de d’ se analizaron de forma estadistica mediante pruebas de ANOVA
de una via para discernir si existian diferencias estadisticamente significativas entre los

ratones silvestres y los Shank3.

Asi mismo, las distribuciones de frecuencias de aciertos y de falsas alarmas a lo

largo de las sesiones de entrenamiento, se compararon con analisis de area bajo la curva
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ROC (por sus siglas en inglés, Receiver Operating Characteristic), para determinar si

existen diferencias entre ambas frecuencias.

5.6 Analisis de imagenologia de calcio

Para el analisis de la actividad neuronal proveniente de la imagenologia de calcio
se realizé en primer lugar una correccién del movimiento mediante la extension Turboreg
del software de edicién de imagenes Fiji y posteriormente los videos fueron analizados
mediante el software de Matlab, haciendo uso de la biblioteca de cddigos CalmAn
(Calcium Imaging Analysis) (Giovannucci et al 2018). Este cddigo analiza los componentes
espaciotemporales del video, es decir, identifica la posiciéon de las neuronas y la dindamica
de sus cambios en la fluorescencia, asi como la filtracién de la sefial, asi como con cddigos
previamente desarrollados en el laboratorio. En este punto, todas las unidades de
fluorescencia se normalizaron a la unidad AF/Fo con valores minimos de cero (ya que sélo
nos interesaron los cambios positivos de fluorescencia, que estdn asociados con
potenciales de accidn). En este proyecto, los analisis de la actividad neuronal se dividieron
en tres categorias: nimero y proporcion de neuronas con actividad modulada, intensidad

de la actividad neuronal y dindmica temporal de la actividad.

Para el andlisis de la actividad neuronal asociada con la tarea visual, se crearon
rutinas en Matlab. Para conocer si la actividad de una neurona esta modulada por algun
componente de la tarea (estimulos Go o No-go), se utilizaron criterios de analisis
previamente establecidos: se analizaron y compararon los valores de AF/Fo durante un

periodo basal (de dos segundos previos al inicio del estimulo visual) y durante la
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presentacion de los estimulos; si el promedio de los valores durante la presentacion de
estimulos fue mayor por tres desviaciones estandar de la fluorescencia basal, se considera
ese como un ensayo positivo. Para considerar una neurona con actividad modulada, al
menos el 20% de los ensayos debe ser positivo seglin dicho criterio (Makino & Komiyama

2015).

Para hacer un analisis de la intensidad de la actividad neuronal, se utilizaron
andlisis de AUROC y Bootstrap, en el que se analizaron los valores de AF/Fo durante un
periodo basal, y durante la presentacién de los estimulos visuales, basandonos en

protocolos previamente descritos ((Makino & Komiyama 2015, Sun et al 2016).).

Para el andlisis de la dindmica temporal se utiliz6 un método de analisis conocido
como ramp index que evalla la temporalidad del aumento de la fluorescencia de las
neuronas durante la presentacién de los estimulos visuales. De las neuronas moduladas,
se obtuvo un promedio de los valores de AF/Fo de la primera y segunda mitad del tiempo
en el que los estimulos visuales son presentados. Estos promedios son analizados para

obtener un cociente mediante la férmula (Makino & Komiyama 2015):

R2
ramp index = log, (ﬂ

Donde:
R2: promedio de AF/Fodurante el ultimo segundo de la presentacién del estimulo.

R1: promedio de AF/Fodurante el primer segundo de la presentacion del estimulo.
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5.7 Estadistica

Todas las pruebas estadisticas se realizaron por medio de Software especializado;
en conjunto se utilizaron Matlab (algoritmos desarrollados a medida), GraphPad Prism y

Origin Pro.

Todos los conjuntos de datos se sometieron a pruebas para determinar si provenian de
una distribucién normal mediante los estadisticos de Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino-
Pearson y Shaphiro-Wilk, utilizando un alfa de 0.05. Para considerar a los conjuntos de
datos como normales, al menos dos de las pruebas mencionadas debieron ser
significativas (P > 0.05), de lo contrario, se consideraban que los datos no cumplian el

criterio de normalidad (Ghasemi & Zahediasl, 2012).

Para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los
conjuntos de datos, se utilizaron diversos estadisticos de prueba, ya sean paramétricos o
no paramétricos, seglin fuera el caso de las pruebas de normalidad previamente
mencionadas. Todas las pruebas se realizaron con un alfa de 0.05. Los estadisticos de
prueba utilizados para cada conjunto de datos se mencionan en el apartado

correspondiente a los resultados.

La interpretacién grafica de los andlisis estadisticos se realizé utilizando los mismos
softwares ya mencionados y en ellos se indica los datos en donde se encontraron

diferencias significativas. Las barras de error indican error estandar, a menos que en la
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figura se indique otro pardmetro. De igual manera, esto se describe a mayor detalle en el

cuerpo del texto en el apartado de resultados y en los pies de figura correspondientes.

6. Resultados

6.1. Los ratones Shank3 muestran un mejor desempefio en la realizacion de la tarea de
discriminacion visual

Trabajos previos donde se utilizan modelos murinos de trastornos del neurodesarrollo,
muestran una correlacion entre las alteraciones en la neurometria de neuronas de V1 con
el desempefio de los ratones en tareas de discriminacidn visual. En datos de nuestro
laboratorio hemos encontrado que ratones Shank3 poseen una mayor proporcién de
neuronas selectivas a la orientacién en V1, y que éstas neuronas tienen un mayor indice
de selectividad a la orientacién (Ortiz Cruz, 2017). Para evaluar el impacto de dicha
actividad atipica en la conducta de ratones Shank3, elaboramos una tarea de
discriminacion visual de tipo Go/No go en la que entrenamos a los ratones a responder a
una orientacién denominada Go, asociada a una recompensa (una gota de agua de
aproximadamente 4 L, y evitar responder a una orientacién denominada No go, que es
ortogonal a la orientacidn Go, es decir, que existe una diferencia de 90 grados entre
ambas orientaciones, y que esta asociada a un castigo (un soplido de aire a presién) (Fig.
6). Las respuestas de los ratones se registraron a lo largo de toda la realizacion de la tarea

(Fig. 8), a partir de las cuales se mididé y evalud su rendimiento.
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Figura 8. Respuestas de los ratones durante la realizacién de la tarea de discriminacion visual. Graficas de
dispersion de datos representativas de cada grupo, antes y después del aprendizaje de la tarea (primera y
ultima sesidn, respectivamente). Cada punto representa un lick a lo largo de la tarea, para ensayos Go (azul)
y No Go (rojo). El eje vertical indica cada uno de los ensayos de la sesidn y en el eje horizontal se indica la
estructura temporal del ensayo. Se presentan 2 segundos antes de la presentacién del estimulo y 10
segundos después. En barras de colores se indica el tiempo en que se presentan los diversos componentes
de la tarea.

Para el analisis del desempefio de los ratones en la tarea de discriminacion visual
se evaluaron las tasas de aciertos y de falsas alarmas que cada uno de los ratones obtuvo
a lo largo de 25 sesiones de trabajo (cada sesidn consté de 200 ensayos repartidos de
forma semi-aleatoria entre ensayos Go y No go), donde la regla que impusimos era que los

estimulos no se repitieran mas de tres veces seguidas.
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Los ratones Shank3 mostraron una separacion estadisticamente significativa de las
tasas de acierto sobre las tasas de falsas alarmas en un menor nimero de sesiones,
diferencia observada a partir de la sesion 16 (Fig. 8), en comparacion de los ratones

silvestres, quienes mostraron diferencias significativas a partir de la sesién 21 (Fig. 8).
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Figura 9. Tasa de aciertos y falsas alarmas en respuesta a la tarea visual de tipo Go-No go. Proporcion de
aciertos y falsas alarmas para ratones silvestres y ratones Shank3 a lo largo de las 25 sesiones de la tarea de
discriminacion visual. * P<0.05 prueba de T de Student para dos muestras independientes.

A partir de las tasas de aciertos y falsas alarmas, se realizé un andlisis de la
capacidad de discriminacién de los ratones utilizando la métrica indice de discriminacién
(d"). Con base en diversos protocolos previamente descritos (Berditchevskaia et al 2016,
Goel et al 2018), se considera que una tarea es aprendida cuando los ratones obtienen un
valor de d’ mayor o igual a 1, lo que indica que los ratones, son capaces de discriminar

entre las dos opciones.

Al respecto, encontramos los ratones de ambos genotipos mostraron un aumento

en su capacidad de discriminacion (entre los estimulos Go y No go) al ser sometidos a los
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protocolos de aprendizaje. Especificamente, se encontré que en los ratones Shank3
presentaron una tendencia a un indice mayor de discriminacién respecto a los silvestres
durante casi todas las sesiones de entrenamiento, siendo significativa en algunas de las

sesiones (sesiones 11, 14 y 18) (Fig. 9a).

Cuando comparamos dentro de cada grupo de los valores de d’ de las cinco
primeras y de las cinco ultimas sesiones de entrenamiento, se observé una pendiente
positiva y diferencias estadisticamente significativas a nivel de grupo. Consideramos
importante mencionar que todos los ratones Shank3 obtuvieron un valor promedio de d’
igual o mayor a 1 en las ultimas cinco sesiones, mientras que en el grupo de los silvestres

uno de los ratones no alcanzé el valor de d’ de al menos 1 (Fig.9b).
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Figura 10. Ratones Shank3 aprenden mas rapido la tarea de discriminacion visual. a) Curva de aprendizaje
de la tarea de discriminacién visual de tipo Go — No go para ratones silvestres (linea negra) y Shank3 (linea
roja). Se graficaron los promedios de cada grupo del indice de discriminacion (d’) a lo largo de 25 sesiones. *
P<0.05 prueba de T de Student para dos muestras independientes. b) Comparacién del promedio del indice
de discriminacién entre las primeras cinco y las ultimas cinco sesiones de entrenamiento. La linea punteada
muestra el d’ = 1, valor en el cudl se considerd para una correcta discriminacion de los estimulos visuales.
***¥P<0.0001 prueba de T de Student para dos muestras independientes. c) Sesiones necesarias para
aprender la tarea de discriminacién visual para ratones silvestres y Shank3. Cada circulo representa uno
cada uno de los ratones que se evaluaron. Se muestra la media grupal (linea horizontal) y el rango de los
datos (lineas verticales) ** P = 0.04 Prueba de U de Mann-Whitney de una cola.
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Para saber si existe diferencia en el tiempo en que los ratones aprenden la tarea,
se evalué y comparé el niumero de sesiones promedio que ambos grupos de ratones
requirieron para alcanzar un indice de discriminacién de al menos 1. De forma
consistente con lo observado en las tasas de aciertos y falsas alarmas, se encontré que el
grupo Shank3 alcanzan un valor de d’ igual o mayor a 1 después de 16 sesiones de
entrenamiento, mientras que los silvestres obtienen valores similares a partir de 21

sesiones (Fig.9c).

Ademas del indice de discriminacion, y con base en protocolos descritos
previamente (Berditchevskaia et al 2016), el desempefiio de los ratones se midiéd mediante
anadlisis de curva Caracteristica Operativa del Receptor (curva ROC), donde se evalud la
tasa de aciertos y de falsas alarmas en el espacio de ROC, considerando a los aciertos

como “Verdaderos positivos” y a las falsas alarmas como “Falsos positivos”.

Con esta evaluacidén también encontramos que ambos grupos de ratones lograron
aprender a discriminar entre los dos tipos de estimulos. De forma consistente con el
parametro d’, los ratones Shank3 mostraron un area de curva ROC mas alta en
comparacion con los silvestres, siendo sobresaliente el hecho de que para los Shank3 el
valor de la curva ROC fue de 1 en la ultima sesién de entrenamiento (sesién 25), mientras
que el de los silvestres fue de 0.89 (Fig. 10). Esto indica que la distribucidn de frecuencias
de las tasas de aciertos y falsas se encuentra totalmente separada en los ratones Shank3,

siendo la de los aciertos significativamente mayor y cercana a 1. Esto quiere decir que,
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para el final del protocolo conductual, los ratones Shank3 respondian correctamente a

casi el 100% de los ensayos Go.
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Figura 11. Analisis del desempefio de los ratones en la tarea de discriminacidn visual por medio del area
bajo la curva ROC. Distribucion de las tasas de aciertos (verdaderos positivos, eje vertical) y de falsas
alarmas (falsos positivos, eje horizontal) en tres sesiones representativas (sesiones 1, 16 y 25) y los valores
del drea bajo la curva caracteristica operativa del receptor (ROC). Si los valores de las tasas son similares, el
valor de AUC (4rea bajo la curva) sera cercano a 0.5; mientras mas separados estén los valores, el valor de
AUC sera mas lejano de 0.5, ya sea hacia 1.0, en caso de un aumento de aciertos o hacia 0, en caso de un
aumento de falsas alarmas. Cada punto en la grafica representa el valor de obtenido por cada ratdn, la linea
recta es el valor real del AUC vy la linea curva es el ajuste no lineal al valor de AUC. La linea punteada indica
un AUC = 0.5, dénde no hay diferencia entre las distribuciones de aciertos y falsas alarmas.

Por otro lado, en los ratones silvestres existe un empalme de ambas frecuencias,

(de aciertos y de falsas alarmas) después de las mismas 25 sesiones. En este grupo la tasa

de aciertos fue alrededor de 0.9, y una tasa maxima de falsas alarmas de 0.73 (sin
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diferencias significativas a nivel de medias y medianas en comparacion del grupo de

Shank3), lo que indica que respondieron a aproximadamente el 90% de los ensayos Go.

En conjunto, estos datos muestran que, a pesar de que el desempeno de ambos
grupos en el aprendizaje de la tarea es bueno, pues ambos lograron discriminar entre los
dos tipos de estimulos, los ratones Shank3 muestran indices de discriminacién mas
elevados (tanto a nivel de d’, curva ROC, y diferencia entre aciertos y falsas alarmas) y un

aprendizaje mas rdpido, pues necesitan menos sesiones para aprender a discriminar.

6.2 Cambio en las proporciones de neuronas con actividad modulada por los estimulos en
respuesta a la tarea Go - No Go

Para evaluar la actividad neuronal de la capa 2/3 de V1 asociada al aprendizaje de la tarea
de discriminacidn visual, se realizé imagenologia de calcio in vivo utilizando microscopia
de excitacidén de dos fotones. Se registré la actividad neuronal de 3 ratones silvestres y 3
ratones Shank3 en dos tiempos diferentes: en la primera sesién de entrenamiento
(considerada como la sesidn inicial) y en la sesién 25, cuando los ratones habian obtenido
un valor de d’ igual o mayor a uno, considerado como el punto de corte para el

aprendizaje de la tarea.
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Figura 12. Actividad neuronal de V1 durante la realizacion de la tarea de discriminacion visual. Transitorios
de calcio representativos de neuronas de la capa 2/3 de corteza visual primaria de ratones obtenidos
mediante microscopia de excitacidon de dos fotones in vivo. Cada par de trazos corresponde a una misma
neurona y su respuesta ante el estimulo Go (azul) y No Go (rojo). Los trazos mostrados para la primera y
ultima sesidon corresponden a neuronas diferentes, pero al mismo ratén. El sombreado en color gris
representa el tiempo en el que el estimulo visual se presentd. El trazo corresponde al promedio de la
fluorescencia obtenido durante toda la sesién de imagenologia en unidades normalizadas (AF/Fo).

Tomando en cuenta que en ratones Shank3 existe una mayor proporcién de
neuronas moduladas por la estimulacidén visual y una mayor proporcidon de neuronas
selectivas a la orientacidon, el primer parametro que evaluamos fue la proporcidén de
neuronas con actividad modulada por alguno de los componentes de la tarea visual. El
criterio para la determinacion de neuronas con actividad modulada consiste en comparar
la actividad neuronal (medida en unidades normalizadas de fluorescencia AF/Fo, “cambio
en la fluorescencia respecto a la fluorescencia basal”) durante un periodo basal, que fue
de 2 seg. previos al inicio de la presentacion de los estimulos visuales con la actividad
durante la presentaciéon de los estimulos. Si la actividad durante el periodo de la
presentacion del estimulo visual es tres veces mas grande que la desviacion estandar de la
actividad durante el periodo basal, y esto es consistente en al menos el 20% de los
ensayos evaluados, se considera que la neurona evaluada tiene actividad modulada por
dicho estimulo (Fig.11a).

A partir de este analisis, se establecieron las siguientes categorias: neuronas con
actividad modulada por el estimulo Go “Go”, neuronas con actividad modulada por el
estimulo No Go “No Go”, neuronas con actividad modulada por ambos estimulos con
preferencia al Go “Pref. Go”, neuronas con actividad modulada por ambos estimulos con

preferencia al No Go “Pref. No Go”, y neuronas no moduladas.
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Al respecto, se encontré que en el grupo de ratones silvestres sélo la proporcién de
neuronas que responden al estimulo No go y con preferencia al No go disminuyeron su
proporcién con el aprendizaje (No go, de 7.96% a 3.80%, Pref. No go, de 24.82% a
10.73%). Al analizar el grupo de ratones Shank3, encontramos cambios en las
proporciones de todas las categorias. Interesantemente, en los ratones Shank3 se puede
observar que las neuronas que responden al estimulo Go o con preferencia en Go
incrementan su proporcion (Go de 10.1% a 16.7%, Pref. Go, de 13.8% a 25.3%), mientras
que las neuronas que responden al estimulo No go o con preferencia en No go
disminuyeron su proporcion en respuesta al aprendizaje (No go de 9.20% a 1.16%, Pref.

Go, de 25.77% a 12.45%) (Fig. 11b).

a g_ Silvestre b silvestre Shank3*-

= 100+ Hco
6 -No go
5] Pref. Go

&e 80-

i 44 [lPref. No go
34 No moduladas
2]

60

1

40-

neuronas moduladas
=]

@ N 0 ©
PR S

20

o
X

AFF,

S N e e
Proporciéon de neuronas moduladas

primera ultima primera altima
sesion sesion sesion sesion

estimulo recompensa

Figura 13. La proporciéon de neuronas de ratones Shank3 cambia con el aprendizaje tanto para estimulo
Go como No go. a) Se muestra un ejemplo de una neurona con actividad modulada al estimulo Go de un
ratén silvestre y de un ratén Shank3. En ambos casos, la neurona evaluada aumenta su valor de AF/Fo
durante la presentacién del estimulo visual (sombreado color gris) al menos 3 veces mayor que la desviacién
estandar del periodo basal y este aumento es consistente en al menos 20% de los ensayos. b) Proporcion de
neuronas con actividad modulada a los estimulos Go y No go antes y después del aprendizaje de la tarea de
discriminacion visual. Las neuronas con la clasificaciéon “Pref.” Son aquellas que responden a ambos
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estimulos, pero los valores de AF/Foson mayores para alguno de los dos estimulos. En color gris se muestra
la proporcién de neuronas que no tuvieron actividad modulada por ninguno de los estimulos. *P<0.05
Prueba exacta de Fisher para dos proporciones.

6.3 Cambios en la intensidad de la actividad neuronal asociados al aprendizaje

En estudios previos se ha demostrado que la actividad neuronal de V1 es dindmica en
funciéon de un aprendizaje visual, esto es, las neuronas aumentan o disminuyen su
actividad después de que los animales se someten a protocolos conductuales de
discriminacion visual (Makino & Komiyama 2015, Poort et al 2015, Puscian et al 2020).
Para determinar la existencia de cambios en la intensidad de la actividad neuronal
asociada a la tarea de discriminacién visual, se hizo una evaluacién de los valores de AF/Fg
de neuronas con actividad modulada por los estimulos que componen la tarea utilizando
analisis de curva ROC. Para ello, se consideraron los valores de AF/Fo obtenidos durante la
presentacion de los estimulos como Verdaderos positivos y los obtenidos durante el
periodo basal como falsos positivos y se analizé el area bajo la curva (ABC) de la

distribucién de valores de AF/Fq (Fig. 12).
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Fueron comparados los valores del drea bajo la curva de ambos genotipos para la
primera y la Ultima sesion, se observd que en ratones silvestres existe una reduccion del
del drea bajo la curva en la ultima sesién para ambos estimulos (0.80 y 0.69 para el
estimulo Go, 0.80 y 0.66 para el estimulo No go), lo que indica una disminucién en la
actividad neuronal asociada al aprendizaje. Sin embargo, cuando analizamos el area bajo
la curva de los ratones Shank3 observamos que no existen cambios en respuesta al
aprendizaje para ambos estimulos (0.75 y 0.76 para el estimulo Go, 0.76 y 0.70 para el

estimulo No go) (Fig. 12).

6.4 Dinamica temporal de la actividad neuronal asociada al aprendizaje

En estudios previos, se ha demostrado que existe un cambio en la dindmica temporal de la
actividad de las neuronas de V1 asociada con el aprendizaje, lo que indica arreglos en la
configuracion de las entradas sindpticas en V1 asociadas con un cambio en el peso de las
entradas provenientes de la via ascendente (via sensorial) y de la via descendente
(proveniente de nucleos superiores, como la corteza retrosplenial) (Makino & Komiyama
2015). Para evaluar la dinamica temporal de la actividad de las capas 2/3 de V1, se realizo
un analisis de indice de rampa de la actividad neuronal siguiendo protocolos previamente
descritos (Makino & Komiyama 2015). De forma breve, el analisis de rampa es una forma

de medir en qué momento de la estimulacion sensorial ocurre la mayor actividad
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neuronal. Para este trabajé se evaluaron dos tiempos: primera mitad y segunda mitad de
los estimulos visuales. Si la mayor respuesta neuronal fue al inicio de los estimulos
visuales, el valor del indice de rampa serd negativo, y, por el contrario, si la actividad
neuronal fue mayor momentos después del inicio de la presentacidn de los estimulos, el

valor del indice de rampa sera mas positivo.

El indice de rampa se evalud para ambos genotipos y para ambos estimulos
visuales (Go y No Go) en la primera sesidon del protocolo conductual y en la sesién 25,
cuando se considerd que los ratones habian aprendido la tarea. Al respecto, observamos
en los ratones silvestres (primera sesién= -0.1917, dltima sesién= 0.0034) y Shank3
(primera sesién= -0.0340, ultima sesiéon= 0.3232) hay un incremento del indice de rampa
para el estimulo Go, siendo significativamente mayor en los ratones Shank3 en la ultima
sesion en comparacion a los silvestres (0.0034 y 0.3232 respectivamente) (Fig 13a).
Mientras que para el estimulo No go observamos que las neuronas de ratones Shank3
desde la primera sesién tienen un indice positivo en comparacién a las neuronas de
ratones silvestres (0.04707 y -0.2646 respectivamente), y en la ultima sesién observamos
gue el indice de rampa incrementa para ambos genotipos (silvestres=0.1791,
Shank3=0.2697) (Fig. 13a). Este analisis de la dindmica temporal se puede observar en el
panel by c de la Figura 13. Donde se observa como la mayoria de las neuronas responden
al inicio del estimulo visual, sin embargo, en la ultima sesién de la tarea (sesion 25) la

mayoria de las neuronas muestran un retraso en su respuesta para ambos estimulos.
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Estos resultados muestran que la dinamica temporal de la actividad neuronal de las capas

L2/3 de V1 es diferente en ratones Shank3 respecto a los ratones silvestres.
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Figura 15. Dinamica temporal de la actividad neuronal de V1 asociada con el aprendizaje de la tarea de
discriminacion visual. a) indice de rampa para neuronas con actividad modulada por los estimulos visuales
Go y No go de ratones silvestres y Shank3. Se muestran los valores obtenidos antes del aprendizaje (primera
sesidn) y posterior al aprendizaje (ultima sesién). * P < 0.05 Prueba H de Kruskal-Wallis con pruebas post-
hoc de comparacién mdltiple de Dunn. b, ¢) Mapas de calor de los valores normalizados de AF/Fo a lo largo
del tiempo (medido en cuadros) de la presentacion de los estimulos visuales para todas las neuronas
moduladas antes (primera sesién) y después del entrenamiento (Ultima sesién). En la parte inferior se
muestra el promedio de los valores normalizados AF/Fo de todas las neuronas representadas en la parte
superior (mapas de calor), para ratones silvestres y Shank3 respectivamente.
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7. Discusion

Uno de los sintomas centrales del trastorno del espectro autista (TEA) es la alteracién en
la percepcion sensorial. En la actualidad existen evidencias que demuestran la presencia
de procesos sensoriales atipicos en el TEA, las cuales pueden ser las causas, o al menos ser
concomitantes no sélo con las alteraciones en la percepcion, sino que con el resto de los
sintomas centrales del autismo (deficiencias en la interaccidn social, en el leguaje y las
conductas repetitivas). Por esta razén es importante conocer los mecanismos fisioldgicos
asociados a la integracidn sensorial y las alteraciones que en ella ocurren en el TEA. En
este proyecto se analizé la actividad neuronal de la corteza visual primaria (V1) asociada
con el aprendizaje de una tarea de discriminacién visual de ratones haploinsuficientes de
Shank3, un modelo genético de autismo, y de forma paralela, se evalud el desempefio de

estos ratones en la realizacion de la tarea.

Al evaluar el aprendizaje encontramos que los ratones Shank3 aprenden con
mayor rapidez la tarea de discriminacion visual, ademas de que existe una tendencia a
presentar un mejor desempefio en la misma. Estos datos se correlacionan con lo
reportado en ratones MECP2, un modelo del sindrome de Rett, donde observan que estos
ratones tienen un mejor desempefio en una tarea de deteccidn visual con estimulos a alta
frecuencia espacial y bajo contraste, en comparacién a ratones silvestres (Zhang et al
2017). Sin embargo, tal como ocurre en los humanos, en los diferentes modelos animales

existe una variabilidad donde el aprendizaje perceptual parece depender del tipo de tarea.
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Pues en una tarea de discriminacion de visual de pares de imdgenes en pantalla tactil,
ratones Shank3B, modelo en el cual se eliminan tres isoformas de la proteina SHANK3, vy
ratones BTBR, modelo idiopatico de TEA, tardan mds en aprender la tarea que ratones

silvestres (Copping et al 2017, Silverman et al 2015).

Por otra parte, en un modelo del sindrome de X fragil (Fmr17), un modelo de TEA
ligado a la herencia, los ratones Fmrl’/- muestran un retraso en el aprendizaje de una
tarea de discriminacién visual (Goel et al 2018). Cabe mencionar que datos (no
publicados) de nuestro laboratorio donde a los ratones Shank3 son entrenados a
responder a una tarea visual en un condicionamiento clasico, y una vez que han aprendido
muy bien la tarea, se les cambia la contingencia, es decir, que el estimulo que aprendieron
gue les daba recompensa ahora es el estimulo no asociado a recompensa y el estimulo no
recompensado ahora es el recompensado. Cuando esto ocurre los ratones silvestres
aprenden la nueva contingencia después de algunas sesiones, mientras que los ratones
Shank3 no son capaces de aprender la nueva contingencia. Estos datos sugieren que los
ratones Shank3 son inflexibles para aprender una nueva regla una vez que han aprendido
muy bien una primera regla. En su conjunto todos estos datos demuestran que el
trastorno del espectro autista puede afectar o no el aprendizaje dependiendo de la tarea
gue se esté evaluando. Sin embargo, se desconocen cudles son las bases neuronales que

subyacen a estas alteraciones en el aprendizaje.

Actualmente gracias al desarrollo de herramientas como la microscopia de

excitacion de dos fotones in vivo y los sensores de calcio genéticamente codificados, se ha
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demostrado que corteza visual primaria, no es un area meramente sensorial, ahora se
sabe que se modula en respuesta al aprendizaje (Gavornik & Bear 2014, Jurjut et al 2017,
Poort et al 2015, Puscian et al 2020). Ademas, se ha reportado que en pacientes con TEA
hay alteraciones sensoriales relacionadas con la visién y en dreas relacionadas al
procesamiento visual (Gliga et al 2015, Mottron et al 2007, Robertson et al 2014, Samson

et al 2012a, Wang et al 2015).

Por lo anterior, creemos que es relevante estudiar como la actividad neuronal de
corteza visual primaria se modula con el aprendizaje y como la haploinsuficiencia de
Shank3 puede alterar esta actividad y consecuentemente el aprendizaje. Cuando
analizamos la actividad neuronal de corteza visual primaria en nuestro modelo de TEA,
encontramos que en los ratones Shank3 los cambios en las proporciones de neuronas de
corteza visual primaria con actividad asociada a los estimulos visuales (Go y No go) es mas
dindmica, es decir, las proporciones de neuronas que responden a los estimulos
(estimulos Go, No go, con preferencia por Go y con preferencia por No go) cambian
significativamente cuando los ratones han prendido la tarea (sesidn 25), mientras que en
los ratones silvestres solo observamos cambios en las neuronas moduladas por el estimulo
No go o con preferencia por No go. Especificamente, observamos que en los ratones
silvestres la proporcion de neuronas que se modulan por el estimulo No go disminuye, lo
cual correlaciona con lo reportado en ensambles neuronales que responden al estimulo
No go, donde el nimero de neuronas que forman el ensamble disminuye cuando el ratén

es experto (Carrillo-Reid et al 2019, Makino & Komiyama 2015). Sin embargo, en los
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ratones Shank3 la proporcidon de neuronas que responden al estimulo Go incrementa con
el aprendizaje, mientras que las del estimulo No go disminuyen, esto puede deberse a que
las neuronas de ratones Shank3 tienen un mayor indice de selectividad a la orientacion en
comparacion a los ratones silvestres, y presentan una tendencia a responder a los
estimulos ortogonales (CA. 2017). En otros modelos de TEA se han demostrado
alteraciones en la actividad de las neuronas de V1 y una repercusién a nivel conductual,
de forma similar a lo que se observa en este trabajo. En un modelo del sindrome de X
fragil (Fmrl1”/), las neuronas piramidales de V1 muestran una menor selectividad a la
orientacién que corresponde con un menor desempefio en una tarea de discriminacion

visual (Goel et al 2018).

Por otra parte, evaluamos la intensidad de la actividad neuronal durante la primera
y ultima sesién de la tarea visual. Al respecto, observamos que cuando los ratones
silvestres han aprendido la tarea hay una disminucion en la amplitud de la sefial, sin
embargo, esto no lo observamos en los ratones Shank3. Esta disminucién en la repuesta
se ha reportado previamente en diferentes paradigmas conductuales, donde se ha
observado que cuando los animales aprenden una tarea, la respuesta de las neuronas al
estimulo disminuye, y esta plasticidad requiere de la activacion de los receptores NMDA
(Puscian et al 2020). Una posible explicacion de lo que sucede en los ratones Shank3, es
que la plasticidad sindptica mediada por NMDA estd afectada en éstos ratones (Perera-

Murcia 2019), lo cual pudiera estar afectando los circuitos intracorticales.
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Finalmente, evaluamos la dinamica temporal de la actividad neuronal de V1, pues
se ha demostrado que el aprendizaje retrasa la respuesta de las neuronas de V1 al inicio
del estimulo visual, lo cual no ocurre en una estimulacién pasiva, donde el ratén sélo ve
estimulos ni en animales anestesiados, demostrando que el aprendizaje modula la
temporalidad de la respuesta de neuronas de V1 (medido como indice de rampa), esto
debido a la modulacién de la via Top-down (corteza retrosplenial- capa 1- capa 2/3) sobre
las neuronas dela capa 2/3 (Makino & Komiyama 2015). En concordancia con lo anterior,
encontramos que en ambos grupos de ratones (silvestres y Shank3) hay un incremento del
indice de rampa cuando los ratones han aprendido la tarea, siendo mas grande el cambio

en los ratones Shank3.

Todos estos datos nos indican que la actividad intracortical en ratones Shank3
puede estar alterada debido a la haploinsuficiencia de Shank3, pero esto de alguna
manera impacta de manera positiva en el aprendizaje de estos ratones, aumentando la

selectividad de neuronas de corteza visual especificamente de las capas 2/3.

8. Conclusiones

1. Los ratones Shank3 tienen un mejor desempefio en una tarea de discriminacion
visual tipo Go-No go, aprenden mas rdpido que los ratones silvestres.

2. En los ratones silvestres el aprendizaje disminuye la proporciéon de neuronas que
responden al estimulo No go. Mientras que los ratones Shank3, incrementa la

proporcién de neuronas que responden al estimulo Go o con preferencia por Go, y
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disminuye la proporcién de neuronas que responden al estimulo No go o con
preferencia por el No go.

3. La amplitud de la respuesta de las neuronas a los estimulos Go y No go disminuye
con el aprendizaje en los ratones silvestres, pero esto no ocurre en los ratones
Shank3.

4. Lla dindmica temporal de la actividad neuronal, medida como indice de rampa,
incrementa con el aprendizaje en ambos genotipos, pero la magnitud es mayor en

los ratones Shanks3.
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