UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

i WO AT
MR LT

=l G

FACULTAD DE CIENCIAS

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD NEURONAL DE LA CORTEZA
VISUAL DE RATONES TIPO AUTISTA (SHANK3) IN VIVO EN
MODO DE CABEZA FIJA MEDIANTE MICROSCOPIA DE
EXCITACION DE DOS FOTONES

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:

BIOLOGO

CARLOS ALBERTO ORTIZ CRUZ

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. YAZMIN RAMIRO CORTES
2017

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. Datos del alumno

Ortiz

Cruz

Carlos Alberto

62 78 54 33

Universidad Nacional Autdbnoma de
México

Facultad de Ciencias

Biologia

310126355

2. Datos del tutor
Dra.

Yazmin

Ramiro

Cortés

3. Datos del sinodal 1
Dra.

Tatiana

Fiordelisio

Coll

4. Datos del sinodal 2
Dra.

Rocio

Salceda

Sacanelles

5. Datos del sinodal 3
Dr.

Marco Arieli

Herrera

Valdez

6. Datos del sinodal 4
Dr.

Josué Orlando
Ramirez

Jarquin

7. Datos del trabajo escrito

Andlisis de la actividad neuronal de la corteza visual de ratones tipo autista
(SHANK3) in vivo en modo de cabeza fija mediante microscopia de excitacion
de dos fotones

51p

2017



A mis padres, en agradecimiento a todo lo que me han dado.

A mi hermana y mis hermanos, por sus cuidados, sus ensefianzas y por las aventuras que
pasamos juntos.

A mis sobrinos, en quienes veo la esperanza necesaria para un mejor futuro.

“Todos los hombres desean por naturaleza saber. Asi lo indica el amor a los
sentidos; pues, al margen de su utilidad, son amados a causa de si mismos, y el
gue mas de todos, el de la vista. En efecto, no sélo para obrar, sino también cuando
no pensamos hacer nada, preferimos la vista, por decirlo asi, a todos los otros. Y la
causa en que, de los sentidos, éste es el que nos hace conocer mas, y hos muestra
muchas diferencias.”

Aristételes -Metafisica-



Agradecimientos académicos

A la Universidad Nacional Autbnoma de México, por darme la mejor formacion
académica, por permitirme conocer personas maravillosas y por hacerme crecer
como profesional y como persona.

Al jurado que evalu6é este trabajo, por su tiempo, sus observaciones y sus
comentarios.

A la Doctora Yazmin Ramiro, por brindarme la oportunidad y confianza para formar
parte de este proyecto, asi como proporcionarme las herramientas tedricas y
practicas necesarias.

Al Dr. Fatuel Tecuapetla, por toda la ayuda que brindé para la elaboracion de este
proyecto.

A Mtra. Inés Vaz y al Dr. Bassam Atallah (Champalimaud Foundation), por la
orientacion que brindaron para la elaboracion de las ventanas craneales.

Al Dr. Josué Orlando Ramirez Jarquin, por su ayuda en la estandarizacion de los
protocolos de genoatipificacion de los animales transgénicos

A todos mis profesores y profesoras de la Facultad de Ciencias, por todas las
ensefianzas y por aumentar mi pasion por la ciencia.

A mis compafieros del laboratorio AL-105: a la bidl. Beatriz Gutiérrez, por su ayuda
en la genaotipificacion de los ratones usados en este trabajo, al biol. Gerardo Perera,
por su colaboracion en el cuidado de la colonia de ratones, y al psic. Emiliano
Jiménez, por su ayuda para la realizacion de experimento y en el andlisis de los
datos.

A mis comparfieros del laboratorio BL-202: al bidl. Ivan Linares, por su asesoria en
la obtencion y andlisis de las sefiales de calcio. Al Q.F.B. José Luis Pérez Lépez, al
biol. Héctor Alatriste y al Q.F.B. Edgar Diaz, por orientarme en la realizacion de
cirugias, en la perfusiéon de animales y en la obtencion de cortes histolégicos. Asi
como a Argelia, Kathia, Asai, Rubén, Fabiola y Nisa, quienes me brindaron su ayuda
cuando fue necesario.

A Martin Garcia, por sus asesorias en la elaboracion de algoritmos para el analisis
de datos.

Este trabajo se realiz6 con apoyo econdmico de DGAPA, UNAM (PAPIIT 1A201915) y de
CONACYyT (Proyecto 254878).



Agradecimientos personales

A mi familia: mis padres y mis hermanos por todo el apoyo que me han brindado,
este éxito es de todos nosotros.

A la Dra. Yazmin por la confianza, sus ensefianzas, su amistad y, sobre todo, por
soportarme durante mas de dos afios y contando...

Al Dr. Fatuel, por la confianza, por sus ensefianzas académicas, técnicas y
personales.

A mis amigos de la ENP 9: Citlali Morales, David Baik y Diana Trejo, personas
maravillosas y excelentes amigos; y a Fer, parte importante de mi historia.

A mis amigos de la Facultad de Ciencias, en especial a Hugo, Hilda y Jozimar, por
todos los momentos inolvidables que hemos pasado juntos. Asi como a Juan Carlos,
Arturo (Coyote), Esbaide, Betsy, Gala, Paulina y Priscila, buenos amigos y amigas
quienes hicieron de mi paso por la Facultad una grata experiencia.

A mis amigos del AL-105: Betty, Janin, Milo y Gerry, por la confianza, la amistad, la
ayuda brindada, los buenos momentos y todas las risas.

A mis amigos del BL-202: a Ivan, por la confianza y la empatia, a JL por su
honestidad, la confianza, las recomendaciones literarias y los consejos, a Edgar,
por su ayuda dentro y fuera del laboratorio, a Héctor, por la retroalimentacion en
ambitos académicos y personales, a Argelia, por las platicas llenas de risas y por
su confianza, a Kathia, por salvarme la vida en mas de una ocasion, a Nisa por su
amistad, su sinceridad y por motivarme e inspirarme a mejorar en muchos aspectos,
a Asai, por las buenas charlas y los consejos, a Rubén y Fabiola, que en el poco
tiempo que he pasado con ellos, han mostrado ser grandes personas y buenos
amigos. A todos ellos, por hacer mi estancia en el IFC de lo mas placentera.

A Martin y Mariana, por la amistad y la ayuda que me han brindado, académica y
personalmente.



Contenido

AADTEVIATUIAS 1ottt ettt ettt e e st e e e sttt e e e s a bt e e e s aabte e e s abe e e e s abe e e e saabeaeesaabeeeesanbeaeesanbaeeenane 2
= U 10 41T o D PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPRE 3
R [N oo U Tl o o IR TR 4
1.1 Trastorno de @SPeCtro QULISTA ...cccuuiieiiciiie et e ree e e et e e e s raae e e e abae e e enneeas 4
1.2 Alteraciones de la actividad neuronal en pacientes con trastorno de espectro autista........... 5
1.3 Sindrome de Phelan-McDermid y SHANKS ... e e 6
1.4 Modelo genético para el estudio del trastorno del espectro autista .........cccceevvvveeeeriieee e, 8
1.5 Corteza visual primaria €N FatONES ......cccccuvviiieeeee it ee e eeeerree e e e e e e eeerrreeeeeeeeesasrrreraeeeeeans 10
1.6 Sensores de calcio genéticamente codificados para el estudio de la actividad neuronal....... 12
2. Planteamiento del Problema ... et 14
R T 1o To ] =T U RPN 15
O 1=l Yol L= g 1T =Y PSSRSO 15
4.1 ObjJetivos PArtiCUIAIES ...ccciciiee ettt ree e e e e e e te e e e eata e e e eatee e e sataeeesnteeeenaneeas 15
5. Materiales Y MELOUOS .......veieeiiiie et e e e ete e e e e ate e e e e sate e e e eateeeeenteeeeanneeas 16
LT 2 o1 o =1 = PP PSR 16
5.2 Cirugias estereotaxicas para la elaboracién de ventanas craneales, inyecciones virales y
acondicionamiento al sistema Head-fiXed ........ccceoiiiiiiiiiiii e 17
5.3 Recuperacion post-quirdrgica, manipulacion y habituacion...........cccoeeeeciiiicciie e, 19
5.4 ESEIMUIOS VISUIES.....eveiieiiiiieeesiitee ettt ettt e s st ee e e s sbae e e s sabae e s s ssbaeeessaseeeesnnneeas 20
5.5 Microscopia de excitacion de dos fotones in ViVO ......cccuviiiieee i, 21
ISl o 11 o] Lo = - TSRS 23
5.7 Procesamiento de imagenes y analisis de datos........ccceecvieieiiiiee e 24
5.7.1 Extraccion de la sefial de calcio intracelular ........c.covcveiviieiiiininieecee e 24
5.7.2 Seleccion de neuronas con actividad modulada por los estimulos visuales.................... 26
5.7.3 Seleccion de Neuronas SEIECHIVAS ....uiiiiiiieie ittt e st e e s sbre e e s sbaeeeenes 26

5.7.4 Evaluacién de selectividad de las neuronas a la orientacién y a la direccién de

MOVIMIeNto de 105 @StIMUIOS. ......couiiiiiiieii e 27

ORI 5 Lo [ 4 ot DTSR PRT TR OTR 28
6. RESUITAOS ..ttt ettt sttt e sate e s bt e e s ab e e st e e e sabeesabeeeneeesabeeennreenares 30
T DISCUSION ettt ettt ettt e b e s bt e sh et s et e s bt e bt e b e e saeesat e et e e b e e nbeesbeesaeesaneeas 42
8. CONCIUSION .ttt ettt st sttt e bt e bt e sb e e s me e smteeab e e bt e beesbeesreesanesaneeas 47
21 o Loy = =Y i - TSP 48



Abreviaturas

TEA: Trastorno de espectro autista

PMD: Sindrome de Phelan-McDermid

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

SHANK3: SH3 and multiple ankyrin domains 3

V1: Corteza visual primaria

CSc: Coliculo superior contralateral

NGLd: Nucleo geniculado lateral dorsal del talamo
cpEGFP: Proteina verde fluorescente permutada circular

CaM: Proteina Calmodulina



Resumen

El trastorno de espectro autista (TEA) estd caracterizado por deficiencias en la
comunicaciéon verbal y no verbal, deficiencias en interaccion social y conductas
repetitivas o estereotipadas. Existe un componente genético causante del TEA, y
se sabe que muchas de las mutaciones ocurren en genes asociados a la estructura
y la funcion sinaptica, por lo que a algunos trastornos se les ha denominado
sinaptopatias. Un ejemplo de una sinaptopatia es el Sindrome de Phelan-
McDermid, un trastorno de espectro autista caracterizado por hipotonia muscular
neonatal, retraso o ausencia del desarrollo del habla y discapacidad intelectual. Este
sindrome es causado por la delecion del gen Shank3 en un solo alelo. Shank3
codifica para la proteina del mismo nombre (SHANKS3), que se localiza en la
densidad post-sinaptica de las sinapsis glutamatérgicas y actia como proteina de
anclaje que interacciona con receptores inotropicos y metabotrépicos de glutamato.

En humanos con TEA se han reportado alteraciones en la actividad neuronal y su
sincronizacion en diversas areas corticales, un aumento de actividad en regiones
cerebrales relacionadas al procesamiento visual, asi como alteraciones en la
interconectividad neuronal, sin embargo, se desconocen los mecanismos
neuronales. Por este motivo, en este proyecto nos planteamos la siguiente pregunta,
cexiste en el autismo una alteraciéon de la actividad neuronal debido a la
haploinsuficiencia del gen Shank3?

Para responder esta interrogante, evaluamos la actividad neuronal de la capa 2/3
de la corteza visual primaria (V1) en ratones tipo silvestre y ratones con
haploinsuficiencia del gen Shank3 (tipo autista) mientras estan despiertos. La
actividad se evalud en respuesta a distintos estimulos visuales, considerando que
las neuronas de V1 responden al contraste, orientacion y movimientos de los
estimulos. La actividad neuronal se registr6 mediante imagenologia de calcio con
GCaMPé6f a través de ventanas craneales usando microscopia de excitacion de dos
fotones, en animales despiertos en modo de cabeza fija.

Encontramos que en ratones heterocigotos de Shank3 hay menor actividad
neuronal a nivel poblacional en comparacion con ratones silvestres. Sin embargo,
existe una mayor proporcion de neuronas moduladas en respuesta a la estimulacion
visual, las cuales no presentan preferencia por algin estimulo en particular. De
manera muy interesante, encontramos que las neuronas de ratones heterocigotos
presentan una mayor selectividad a la orientacion de los estimulos en comparacion
a los ratones silvestres. Por el contrario, no encontramos diferencias en la
selectividad a la direccién. Esto sugiere que, en los ratones heterocigotos, existe
una alteracién a nivel de procesamiento neuronal en la via “bottom-up” de corteza
visual, que es la responsable de codificar la selectividad a la orientacién, y que
probablemente el sistema sensorial en este modelo se mantenga sin alteraciones,
dado que no se observaron diferencias en la selectividad a la direccién, la cual esta
dada por las células ganglionares de retina.



1. Introduccion
1.1 Trastorno de espectro autista

El trastorno de espectro autista (TEA), como su nombre lo indica,
comprende varios trastornos que en conjunto comparten tres caracteristicas
comunes: deficiencias en la comunicacion, deficiencias en interaccion social y
conductas repetitivas 0 estereotipadas. Estos sintomas raramente se presentan
solos, usualmente existe una comorbilidad con otras condiciones meédicas o
psiquiatricas como discapacidad intelectual, epilepsias, dificultades en el control
motor, ansiedad, trastorno por déficit de atencidn por hiperactividad, desordenes del
suefio, problemas gastrointestinales, entre otros (Bourgeron, et al., 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

al dltimo reporte de la OMS (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/autism-

spectrum-disorders/en/ consultado el 19 de mayo de 2017).

Las causas de TEA no se conocen con claridad, sin embargo, se ha demostrado
gue existen factores genéticos implicados de forma importante, pues, se calcula que
la heredabilidad, es decir, las variaciones fenotipicas debidas a factores genéticos,
en el autismo es aproximadamente del 52% (Gaugler et al., 2014). Las alteraciones
genéticas reportadas en el autismo son de distinto tipo, por ejemplo, rearreglos
cromosdmico, variacion en el nimero de copias, deleciones cortas o variantes en
nucledtidos; asi mismo, se han detectado mutaciones comunes, raras y de novo,
gue contribuyen al aumento en el riesgo de presentar TEA (Bourgeron, et al., 2015).

Algunos de los genes implicados en el TEA estdn asociados a la estructura, al


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/autism-spectrum-disorders/en/
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/autism-spectrum-disorders/en/

desarrollo y a la funcion sinaptica, razén por la que actualmente a algunos
sindromes de espectro autista se les denomina “sinaptopatias” (Zoghbi & Bear,

2012).

1.2 Alteraciones de la actividad neuronal en pacientes con trastorno de
espectro autista

El autismo ha sido descrito como un trastorno general del procesamiento
neuronal (Belmonte et al., 2004). Al respecto, avances en la imagenologia funcional
por resonancia magnética han permitido determinar la existencia de alteraciones de
la actividad neuronal ligadas a diversos trastornos neuroldgicos, uno de ellos, el
autismo. Se ha reportado que en pacientes con TEA existen alteraciones en la
actividad neuronal y en su sincronizacion inter-hemisférica en diferentes regiones

corticales lo cual no ocurre en pacientes control (Dinstein et al., 2012).

Ademas, en individuos autistas también se ha reportado un incremento de la
actividad neuronal en regiones cerebrales relacionadas con la integracion visual en
comparacion con individuos no autistas (Samson et al., 2012; Keehn et al., 2008;
Lee etal., 2007). Ademas presentan una atencion visual atipica a través de multiples
niveles y categorias de objetos (Wang et al., 2015). Estos reportes sugieren que en
el trastorno de espectro autista existe alteraciones de la actividad neuronal, siendo
la percepcion 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

neurologicas de las personas con autismo.



1.3 Sindrome de Phelan-McDermid y SHANK3

El sindrome de Phelan-McDermid (PMS, por sus siglas en inglés), es un
ejemplo de sinaptopatia y, por su sintomatologia, es considerado un trastorno del
espectro autista. Se caracteriza por hipotonia muscular neonatal, discapacidad
intelectual en distintos grados, de severa a moderada, retraso o ausencia del habla,
ademas de los sintomas caracteristicos del autismo (Peca et al., 2011; Wilson et
al., 2003). Este trastorno es causado por una delecién en el cromosoma 22 del
brazo g13.3, lo cual conlleva a la delecién de cerca 90 genes. Sin embargo, la
condicién neurologica de PMS es atribuida a la delecion en uno de alelos del gen
Shank3 (Peca et al., 2011), pues en todos los pacientes diagnosticados con PMS
se ha detectado esta mutacion. Es decir, la delecion de Shank3 es comun en todos
los pacientes con PMS, independiente del tamafio de la delecion en el cromosoma

22 (Wilson et al., 2003).

El gen Shank3 codifica para la proteina del mismo nombre, SHANK3 (SH3
and multiple ankyrin domains 3), la cual pertenece a la familia de las proteinas
SHANK. SHANK3 es una proteina de anclaje de la densidad postsinaptica de
sinapsis glutamatérgicas, que interactia de forma directa o indirecta con receptores
de glutamato. El gen Shank3 presenta mdultiples exones, producto de corte y
empalme (splicing) alternativo resultando en la posible generacion de diversas

isoformas de la proteina SHANK3 (Monteiro & Feng, 2017; Sheng & Kim, 2000).

La proteina SHANKS tiene dominios de union a proteinas desde su region N-
terminal hasta la regién C-terminal: dominio repetido de ankirina (ANK) al que se

unen las proteinas Sharpina y a-fodrina; un dominio SH3 que interactia



directamente con AMPA; un dominio PDZ que se une a las proteinas
SAPAP/GKAP1 y GRIP los cuales se unen a PSD95 vy, a su vez, a los receptores
NMDA y AMPA respectivamente; una regién rica en prolina (PRO) que se une a
Homer y esta a su vez se une a mGIuR; finalmente, presenta un motivo alfa estéril
(SAM) el cual tiene como funcion multimerizar a SHANK (Sheng & Kim, 2000;

Monteiro & Feng, 2017) (Fig. 1).

PDZ PRO SAM

ANK SH3

Figura 1. Dominios de la proteina SHANKS3. Representacion esquemética de los dominios de unién
proteina-proteina de SHANKS. ANK: dominio repetido de ankirina, SH3: Src homologo 3, PDZ: discos
PSD95 zona larga occludens 1, PRO: regidn rica en prolinas, SAM: motivo alfa estéril. Tiene una
masa molecular > 200kDa. Modificado de Costales y Kalevzon, 2015.

SHANK3 se expresa en grandes cantidades en corazén, y de forma
moderada en cerebro y bazo. En el cerebro se expresa en corteza, talamo, estriado,
hipocampo, cerebelo y amigdala (Lim et al., 1999; Wang et al., 2014). Sin embargo,
las diferentes isoformas de SHANK3 se expresan de forma diferencial dependiendo
del desarrollo, el tipo celular y la region del cerebro (Wang et al., 2014; Lee et al.,

2015), sugiriendo que las diferentes isoformas poseen funciones especificas.

La expresion de SHANKS3 es alta en la densidad post-sinaptica de sinapsis
glutamatérgicas, especificamente en la zona citoplasmatica. Las diferentes
isoformas también presentan localizacidén sub-celular diferencial, algunas presentes
en nucleo (isoformas que carecen de los dominios PRO y SAM) mientras que la

mayoria estan presentes en el citoplasma (Monteiro & Feng, 2017). SHANKS tiene



la funcion de formar el complejo PSD a través del reclutamiento de diferentes
proteinas, ademas de ser parte del sistema de sefializacion entre receptores y el
citoesqueleto (Monteiro & Feng, 2017). Esta informacién muestra la relevancia

funcional de SHANKS3 en las sinapsis glutamatérgicas.

1.4 Modelo genético para el estudio del trastorno del espectro autista

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 SHANKS3 en el sistema nervioso, y como
altera la funcion sinaptica y consecuentemente la actividad neuronal que pudiera
estar provocando la condicién neurolégica 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
que, en el caso de estos animales, se localiza en el cromosoma 15E3 (Monteiro &
Feng, 2017). Estas mutaciones incluyen deleciones en el dominio ANK, PDZ o SH3.
Se considera que estos modelos presentan un fenotipo tipo autista, con déficits en
la interaccién social, comportamientos repetitivos, asi como algunas vocalizaciones
anormales (Jiang & Ehlers, 2013). Cada uno presenta fenotipos especificos o
alteraciones celulares particulares, y 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 mutacién en Shank3 es similar a
la condicién humana, es el raton haploinsuficiente de Shank3, el cual carece del gen
Shank3 en un solo alelo, similar a lo que ocurre en los humanos donde la mutacién
se presenta en una condicion 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. Esta porcion eliminada en
un solo alelo corresponde al dominio repetido de ankirina (ANK) del gen Shank3
(Fig. 2). Esta delecion 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) .

Los ratones heterocigotos para Shank3 son un modelo genético de TEA, que
se caracterizan por presentar interaccion social disminuida, deficiencias en el
reconocimiento de objetos nuevos, incremento en conductas repetitivas,
vocalizaciones ultrasoénicas reducidas y déficits en la memoria espacial (Bozdagi et
al., 2010; Yang et al., 2012; Jaramillo et al., 2016). A nivel neurofisioldgico presentan
una disminucion en la transmisién glutamatérgica, reducciéon en el cociente
NMDA/AMPA de sinapsis excitatorias y potenciacion sinaptica reducida (Bozdagi et

al., 2010; Yang et al., 2012).
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H——ifit =t u = ==t + = L —
12 3 47 89 10 1112 13-1617 18 1920 21 22

5 kb r———

alelo WT
12 3 4567 8 9
LN 1 LN 1 1
1 1 L. | T 7t ]IIIII LI | ] 1 1 1
loxP loxP
alelo mutado por sistema Cre
1 2 3
LB 1
T LI B II T T T
loxP

Modificado de Bozdagi, et al., 2010.

Figura 2. Modelo genético de autismo con haploinsuficiencia de Shank3. Estructura gendmica
de SHANKS3, los numeros representan los exones. Abajo: Localizacién de los sitios loxP flanqueando
los exones 4-9 para la delecion de dominio de repeticiones de Ankirina en un alelo silvestre. Posterior
se muestra el alelo mutado por la accion 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.

1.5 Corteza visual primaria 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 bésicas a nivel
anatémico y funcional entre ambos organismos. Esto permite utilizar al ratdbn como
modelo estandar, ademas que posee accesibilidad y la posibilidad de realizar

manipulaciones genéticas para estudiar fenébmenos particulares.

Una de las mayores diferencias en los ratones respecto a otros mamiferos
es el tamafo del campo visual, donde, debido a la posicion de los ojos, la region
binocular ocupa cerca de un tercio del area de la corteza visual (Huberner, 2013).
Esto quiere decir que la mayor parte de la corteza visual recibe entradas sinapticas
provenientes del ojo contralateral, especificamente de la region monocular de la

10



retina (Priecbe & McGee, 2014). Asi mismo, a diferencia de otros mamiferos
superiores, la corteza visual primaria de ratones carece de organizacion columnar

(Huberner, 2013).

Los estimulos visuales llegan a retina y estos son transformados en sefales
eléctricas por los foto-receptores, y a través de un procesamiento intra-retinal la
informacion es enviada al cerebro por aferentes de laretina, las células ganglionares
de la retina. 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. 3) (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 et al., 2016).
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NGLd 5

Corteza visual

Figura 3. Esquema de la via visual de ratéon. Se muestra el campo visual monocular 1-2 y 4-5 del
ratén. El campo visual binocular 2-4. Las proyecciones contralaterales e ipsilaterales de retina al
nucleo geniculado lateral dorsal (NGLd) y las proyecciones a corteza visual. Modificado de Hiiberner,
2003.

1.6 Sensores de calcio genéticamente codificados para el estudio de la
actividad neuronal

La actividad neuronal ocasiona cambios rapidos en las concentraciones
intracelulares de calcio, por lo que se han desarrollado técnicas basadas en este
principio para monitorear la actividad de neuronas individuales o de poblaciones

neuronales (Chen et al., 2013). Estas técnicas utilizan compuestos sensibles a los
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cambios en la concentracion de calcio intracelular, compuestos denominados

indicadores de calcio, que pueden ser quimicos o genéticamente codificados.

Los indicadores de calcio genéticamente codificados ofrecen una serie de
ventajas sobre los indicadores quimicos, entre las mas destacables estan, una
mejor relacion sefial-ruido y la posibilidad de utilizarlos en tipos celulares especificos
(Chenetal., 2013; Brousard et al., 2014). El GCaMP6 es un ejemplo de un indicador
de calcio genéticamente codificado. Su estructura consiste en una proteina verde
fluorescente permutada circular (cpEGFP), unido a una proteina calmodulina (CaM)
y un péptido denominado M13 (Chen et al.,, 2013). 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 concentracion
de calcio intracelular, este se une a CaM, promoviendo la union entre ella y M13
(Fig. 4); esta unién 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 (Brousard et al., 2014) o de 900 a 940 nm cuando se utiliza
microscopia de excitacion de dos fotones (Chen et al., 2013). La secuencia genética
de estos indicadores se puede introducir al genoma de las células a través de
transfecciones con plasmidos o a través de infecciones virales, lo que permite la

expresion de estas proteinas en las células que son el objeto de estudio.
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Figura 4. 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.

2. Planteamiento del problema

Existe evidencia de alteraciones en la actividad cerebral de pacientes con
TEA en distintas regiones cerebrales (Dinstein et al., 2011; Dinstein et al., 2012),
tales como el incremento de actividad neuronal en corteza visual en comparacion
con individuos no autistas (Samson et al., 2012), asi como diferencias sensoriales

en pacientes con PMS (Mieses et al., 2016).

Por lo tanto, en este proyecto se plantea evaluar si existen alteraciones en la
respuesta neuronal en la corteza visual de un modelo genético de autismo, como
consecuencia de una posible desregulacion molecular y de la actividad sinaptica

ocasionada por la haploinsuficiencia del gen Shank3.

Para desarrollar este proyecto se considerd que las neuronas de las capas
2/3 de V1 de ratones responden al contraste, la direccion del movimiento y la

orientacion de los estimulos visuales (Glickfeld et al., 2013; Chen et al., 2013;
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Atallah et al., 2012; Sun et al., & Ji, 2016). De esta forma, determinaremos los
cambios en la actividad neuronal por medio de sefales de calcio provenientes de
sensores de calcio genéticamente codificados (GCaMP6f) obtenidas con
microscopia de excitacion de dos fotones (Kerlin et al., 2010; Chen et al., 2013), en

ratones despiertos.

3. Hipotesis

En ratones tipo autista (SHANK3*") existe una alteraciéon de la actividad
neuronal en la corteza visual primaria (V1) en comparacion con ratones silvestres
(SHANK3**), provocada por las alteraciones en las sinapsis glutamatérgicas

consecuencia de la haploinsuficiencia del gen Shank3.

4. Objetivo General
Evaluar la actividad neuronal in vivo en las capas 2/3 de corteza visual
primaria mediante sefales de calcio (GCaMP6f) en ratones heterocigotos

(SHANK3*") y en ratones silvestres (SHANK3**) en respuesta a estimulos visuales.

4.1 Objetivos particulares
1. Inducir respuestas neuronales de la corteza visual primaria de ratones
SHANK3* y SHANK3**, por medio de estimulos visuales elaborados
mediante algoritmos hechos en Matlab.
2. Acondicionar ratones para trabajar en el sistema de cabeza fija y lograr
monitorear la actividad neuronal in vivo. Esto implica realizar cirugias

estereotédxicas para la inyeccién del virus adenoasociado AAV1-Syn-
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GCaMP6f-WPRE-SV40, la realizacion de ventanas craneales en V1, y la
implantacion de barras para el sistema de cabeza fija.

3. Detectar la actividad neuronal in vivo de las capas 2/3 de V1de los ratones,
por medio de microscopia de excitacidén de dos fotones, en ratones despiertos
en modo de cabeza fija.

4. Analizar la actividad neuronal a través de los cambios en la fluorescencia del
indicador de calcio genéticamente codificado (GCaMP6f) expresado en las
neuronas de la capa 2/3 de corteza visual primaria, mediante algoritmos

generados en Matlab.

5. Materiales y métodos

5.1 Animales
Todos los procedimientos que se llevaron a cabo con animales para la
realizacion 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)

Se utilizaron ratones machos de la cepa B6(Cg)-Shank3™m-1Bux/J (Jackson
Laboratory, Lote no. 017889) (Bozdagi et al., 2010) 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.
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5.2 Cirugias estereotaxicas para la elaboracién de ventanas craneales,
inyecciones virales y acondicionamiento al sistema Head-fixed

Las cirugias se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Holtmaat
(Holtmaat et al., 2009) para la elaboracién de ventanas craneales. Se realizaron en
un cuarto de bioseguridad nivel 2, y se utilizé equipo de proteccion personal
(guantes de latex o nitrilo, cofia, cubrebocas y bata quirdrgica desechables), todo
esto en un ambiente aséptico. Los animales se anestesiaron en una cadmara de
isofluorano (2-3%) 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 quirdrgico. Los ojos de los
ratones se protegieron de la deshidratacion e irritacién aplicando un ungiiento ocular

de uso veterinario (Dura lagrima).

Posteriormente se expuso el craneo del animal en cirugia y se alineé 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 taladro dental de ¥4”, evitando dafiar la dura. Una vez que
se accedi6 al tejido cerebral se mantuvo hidratado con una solucién de iones
denominada buffer de corteza (NaCl2 125 mM, KCI 5 mM, glucosa 10 mM, HEPES
10 mM, CaCLz 2 mM, MgSO4 2 mM, pH 7.4 y estéril). Para evitar el sangrado
excesivo durante la craneotomia se utilizaron esponjas hemostaticas humedecidas

con el buffer de corteza.
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Posteriormente se realiz6 la inyeccion del virus adenoasociado AAV1-Syn-
GCaMP6f-WPRE-SV40 (Penn Vector Core), en el area dénde se realiz6 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 (Fig. 7C). 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 dejo difundir el virus durante

10 minutos.

Terminadas las inyecciones se coloco un cubreobjetos circular de 3 mm de
diametro 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
deshidratacion del tejido. La orilla del cubreobjetos se adhiri6 al craneo con

cianoacrilato.

Se coloc6 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 0jos; previamente se rasp6 el crdneo con una
navaja de bisturi para lograr una mayor superficie de contacto entre el cianoacrilato,
la barra y el hueso del craneo. Se dejo secar por completo el adhesivo y se cubrid

el crdneo y la piel expuesta con acrilico dental (Orthojet).

Durante la cirugia se administraron farmacos para reducir la inflamacion y el
dolor, asi como para evitar infecciones y deshidratacibn. Se aplicaron

dexametasona (2ug/g?! peso) via intramuscular, solucién de Ringer lactato
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(0.015ml/g* peso) via subcutanea, sulfametoxazol (1 mg/ml) y trimetoprima (0.2
mg/ml) via subcutanea. Al finalizar la cirugia, se retir6 al animal del estereotaxico y
su recuperacion fue monitoreada durante 60 minutos posteriores a la cirugia. Si la
recuperacion resulté favorable, se mantuvo en el area de recuperacion por 48 horas,
posterior a este periodo se traslada al vivario donde permanecié para fines

experimentales.

5.3 Recuperacion post-quirdargica, manipulaciéon y habituacion

A los animales se les dio una semana de recuperacion después de la cirugia,
durante la cual se les administré Carprofeno (0.3 ml de un stock de 0.50 mg/mlc via
intraperitoneal) y Enrofloxacina 4 pl/ml (5 pg/g! peso) via oral, haciendo la

disolucién en el agua de consumo.

Después del periodo de recuperacion, se siguié un protocolo de manipulacién
y habituacién 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 privacion 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 consistio 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 solo beben y comen en la mano del experimentador cuando estan
relajados (Fig. 5). La manipulacion se realizé durante tres dias, procurando
mantener el peso de los animales al 85% de su peso al iniciar el programa privacion

de agua.
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Al cuarto dia a los animales se les presentd la estacidn de trabajo del sistema
de cabeza fija, y se les dejé explorar libremente. Cuando se logré que los ratones
comieran y bebieran estando dentro del tubo de la estacion, se realiz6 la maniobra
de fijacion, que consiste en tomar firme y cuidadosamente la cabeza del animal y
fijar la barra de acerd en los postes de la estacion de trabajo, ajustandola con un
par de tornillos, para evitar que el animal, una vez fijado, se mueva de su lugar. En
esta posicion 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 sesion de habituaciébn hasta conseguir que

estuvieran tranquilos en el tubo por al menos 30 minutos (Fig. 5).

1semana 3 dias de manipulacién y
recuperacion y tratamiento habituacién al experimentador 5 dias de habituacién al “head fixed”
cirugia estereotaxica Imagen en modo “head fixed”
inyeccidnes virales con microscopia de dos fotones

ventanas craneales

Figura 5. Procedimientos de trabajo con ratones en el sistema head-fixed. Diagrama temporal
que muestra las fases que se llevaron a cabo para trabajar con ratones en el sistema de cabeza fija.
En color azul se representa el tiempo de recuperacién post-quirdrgica de los animales con
tratamiento farmacolégico; el verde corresponde al tiempo de manipulacién. En la parte de arriba se
muestran fotografias de un ratdn en esta fase, se logra apreciar que esta tranquilo en la mano del
experimentador; finalmente, en amarillo se muestra el periodo correspondiente a la habituacion al
sistema de cabeza fija, la fotografia de la parte superior muestra a un raton al final de esta etapa. Al
final de esta fase los animales estan listos para hacer imagen con microscopia de dos fotones.

5.4 Estimulos visuales
Los estimulos visuales fueron realizados en Matlab (Mathworks, version

2016) con el uso de la libreria de funciones Psychophisycs Toolbox (recurso de
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acceso libre). Se realizé un algoritmo para presentar ocho tipos de estimulos que
consistieron en animaciones compuestas por barras blancas y negras (contraste del
100%), en distintas orientaciones y que presentan movimiento en direcciones
opuestas. A cada tipo de estimulo se le asign6 un angulo de identificacién, teniendo
asi estimulos a 0°, 45°, 90°, 135°, 180°, 225°, 270° y 315°. EI protocolo de
estimulacién consistié en 10 segundos de presentacion de la pantalla en color gris,
seguida por 4 segundos de presentacién de estimulo (Fig. 6A). Cada conjunto de
estimulos se repitié de tres a cinco veces por ensayo, y se realizaron tres ensayos

por sesién de estimulacién para cada animal.

Los estimulos visuales se presentaron en un monitor LCD de 17” con
resolucion de 2.048 x 1.536 pixeles a 264 pixeles por pulgada, que se coloc6 a una
distancia de aproximadamente 20 centimetros del centro del ojo derecho de los
ratones, y en una orientacion de 70° respecto a su vista frontal, con el fin de abarcar

la mayor parte del campo visual monocular de los animales (Fig. 6B).

5.5 Microscopia de excitacion de dos fotones in vivo

Para la adquisicion de imagenes de calcio in vivo se utiliz6 un microscopio de
excitacion 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). El indicador de calcio se excité a una longitud de

onda de 900 nandmetros.

La tasa de adquisicion de imagenes fue de 4 Hz (250ms por cada frame

adquirido). El inicio y el final de la adquisicion de imagenes se controlé usando una
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interface de Matlab y una tarjeta Arduino UNO, por medio de una serie de circuitos

eléctricos conectados a la computadora del microscopio.

Se coloco a los ratones en modo de cabeza fija y cada uno se ubic6 debajo
del microscopio, poniendo una gota de agua sobre la ventana craneal, dentro de la

poza que se hizo durante la cirugia (Fig. 6B).

A estimulos visuales
€ R * A .
% = N

4 seg 10 seg

Ry GCaMPé6f

B microsocopio .,
de dos fotones 72

monitor

Figura 6. Estimulacion visual e imagenologia de calcio in vivo. A) Diagrama de la rutina de
estimulos visuales elaborada con Psychophisycs Toolbox de MatLab. Se muestran las orientaciones
de los estimulos y algunas de las direcciones de su movimiento; las direcciones restantes son las
opuestas a las indicadas en el diagrama (total de ocho estimulos). B) Representacion de la
adquisicion de imagen con microscopia de dos fotones in vivo en modo de cabeza fija. El recuadro
muestra una imagen real del tejido cerebral obtenida a través de la ventana craneal.

Antes de iniciar la imagenologia durante la estimulacién visual, el objetivo del
microscopio se cubrié con tela de color negro, para evitar que la luz del monitor de
estimulacion visual incidiera directamente sobre los fotomultiplicadores, y asi reducir
la contaminacién luminica de las imagenes adquiridas.
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5.6 Histologia

Al finalizar los experimentos, los animales se anestesiaron con
Xilacina/Ketamina (15/85 %) y se perfundieron con PBS o NaCl al 0.9% y con
paraformaldehido al 4% para fijar el tejido cerebral. Se extrajeron los cerebros y se
fijaron en paraformaldehido 4% por una noche. Posteriormente se incluyeron con
agar y se obtuvieron cortes coronales de 150 pm usando un vibratomo. Los cortes
se montaron en un portaobjetos y se montaron con VectaShield-DAPI. Finalmente
se realizé imagenologia confocal (Zeiss LSM 710), GCaMP6f se excité con 488 nm,
filtro de emisién de 500-550 nm, DAPI se excito a 720 nm, filtro de emisién de 420-
480nm, objetivo C-Apochromat 10x, inmersion de agua, 0.45 NA, 1.8 mm distancia
de trabajo, para comprobar que los sitios de infeccion corresponden a la corteza

visual primaria (Fig. 7).
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Figura 7. Expresion de GCaMP6f en neuronas de corteza visual primaria. A) Imagen de
microscopia confocal de una rebanada de cerebro de raton infectado con AAV.Syn.GCaMP6f; se
aprecia que la zona de infeccidn (neuronas en verde) corresponde a la corteza visual primaria B)
Acercamiento de la zona de infeccién de la rebanada mostrada en A. C) Corte histoldgico de cerebro
de raton infectada con GCaMP6f donde se aprecian las capas de la corteza visual primaria. En este
trabajo se analizé la actividad de las neuronas de la capa 2/3 ubicada a 250um de profundidad. Cada
“L” corresponde a una capa (layer).

5.7 Procesamiento de imagenes y analisis de datos

5.7.1 Extraccion de la sefal de calcio intracelular

El movimiento horizontal de las secuencias de imagenes adquiridas se
corrigié6 mediante un algoritmo de alineamiento de imagenes del software ImageJ y

el pluggin Turboreg (Thévenaz, et al., 1998).

Se realiz6 un algoritmo semi-automatizado en MatLab para medir los

cambios en la fluorescencia del indicador de calcio (GCaMP6f) basados en el
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trabajo de Chen y cols. (Chen et al., 2013). En primer lugar, se realiz6 una
deconvolucién de las imagenes obtenidas por microscopia de dos fotones por medio
de un algoritmo de aproximacion de fraccidn racional, que nos permitio modificar la
tasa de adquisicion de 250 ms por cuadro a una de 1 ms por cuadro. La modificacion
se realizé con el fin de alinear el tiempo de la adquisicién de las imagenes del
microscopio con el tiempo del protocolo de estimulacién visual. Posteriormente, de
forma manual se seleccionaron regiones de interés, correspondientes a los somas
de neuronas de la corteza visual primaria que fueron visiblemente identificables, y
se trazo un poligono alrededor de cada soma. Se midi6é el promedio de la intensidad
del color de los pixeles dentro del poligono, a lo largo de todo el video. A este valor
se le asigno el nombre de Fsoma. Para descartar la fluorescencia emitida por la
neuropila, que es el tejido nervioso que no corresponde a somas (dendritas,
axones), de forma automatica se traz6 un circulo con un radio definido a partir del
centro del poligono y hasta 5 um de la periferia del soma, para cada una de la regién
de interés evaluada y se midi6 el promedio de la intensidad del color de pixeles,
exceptuando la region ocupada por el poligono que corresponde al soma. A este
valor se le denomind Fneuropia. La sefial de la fluorescencia de cada soma,

denominada Fv, se estimo con la siguiente manera (Chen et al., 2013):

t

_ t
Fv Fsoma - Fneuropila

Para alinear la actividad neuronal (medida a través de cambios en la
fluorescencia) con la estimulacién visual, se realizé una colecta de datos por medio

de una tarjeta Arduino y una serie de circuitos eléctricos. Se registraron los tiempos
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en que se presentd cada uno de los estimulos, asi como los tiempos de inicio y final

de la adquisicién de imagenes.

Para obtener los cambios de fluorescencia, respecto a la fluorescencia basal

(AF/Fo) se empleo la siguiente expresion (Chen et al., 2013):

AF/Fy = (F —Fy)/Fq

donde F es el valor promedio de la fluorescencia durante los cuatro segundos en
que se presentaron los estimulos y Fo es el promedio de la fluorescencia durante
los dos segundos previos al inicio de la estimulacion. El transitorio de calcio final
correspondiente a cada estimulo fue el promedio de los transitorios obtenidos en

tres 0 cinco ensayos.

5.7.2 Seleccion de neuronas con actividad modulada por los estimulos

visuales

Las células con un valor de AF/Fo significativamente mayor (p<0.05) a la
fluorescencia promedio en los dos segundos previos al inicio de la estimulacién, a
la que denominamos fluorescencia basal, fueron seleccionadas como neuronas

moduladas por los estimulos visuales.

5.7.3 Seleccion de neuronas selectivas

Para determinar si las células moduladas son selectivas a alguno o algunos
de los estimulos, se realizaron curvas de ajuste para los transitorios de calcio en
funcién de cada uno de los ocho estimulos presentados, asi mismo los valores

negativos se consideraron como 0, estos analisis se realizaron basado en el trabajo
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de Suny cols. (Sun et al., 2016). Posteriormente se ajusté una curva con una funcién

Gaussiana doble, usando la herramienta Curve Fitting Tool de Matlab:

_X(8 = Oyrep)? 4 ge X0 = Oprer + 180)2

— e
RB)=b+c a2 2

Donde 6,,.; es la orientacion preferida, es decir el estimulo donde se encontro el

mayor valor de AF/F, b es una constante calculada de forma automatica por el
programa, c es la respuesta (en AF/F) de la célula a la orientacion preferida, d es la
respuesta celular en el angulo opuesto a la orientacién preferida, es decir, la
orientacion preferida mas o menos 180° y a es el ancho de la curva de ajuste (Sun

et al., 2016; Carandini & Ferster, 2000).

Con este analisis, se seleccionaron aquellas células que se ajustaron a la
doble Gaussiana con un valor de R>> 0.7, a las que denominamos neuronas
selectivas. Este estadistico mide el éxito del ajuste para explicar la variacion de los

datos.

5.7.4 Evaluacién de selectividad de las neuronas a la orientacion y a la
direccién de movimiento de los estimulos.

Se midi6 la selectividad a la orientacion de los estimulos visuales que las
neuronas selectivas utilizando el indice de selectividad a la orientacién, definida

como (Sun et al., 2016)

Rpref_ Rortho
Rpref+Rortho
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donde Rpref cOrresponde a la respuesta de la célula a la orientacién preferida (dénde
se registro el mayor valor de AF/F) y Rorho €S la respuesta de la célula a la
orientacion ortogonal de la orientacién preferida, es decir orientacion preferida mas

0 menos 90°.

Para determinar la selectividad de la direccion del movimiento de los
estimulos visuales, se us6 el indice de selectividad a la direccion, definido como

(Sun et al., 2016)

Rpref_ Ropu
Rpref+Ropu
donde Ropu €s la respuesta de la célula en la orientacion opuesta a la orientacion

preferida, es decir, la orientacion preferida mas o menos 180°.

5.8 Estadistica
Para determinar el uso de pruebas paramétricas 0 no paramétricas, a cada
conjunto de datos analizados se les realizaron pruebas de normalidad (prueba de

Shapiro-Wilk y/o prueba de Kolmogorov_Smirnov).

En todas las pruebas de hipétesis realizadas en este proyecto se utilizé un

intervalo de confianza del 95%.

La determinacion de células moduladas por la estimulacién visual se realiz
una prueba de Kruskall-Wallis para comparar los valores de AF/Fo de la célula

durante la estimulacion y dos segundos previos a ésta (fluorescencia basal).
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La prueba de U de Mann-Whitney se utilizé para evaluar los siguientes
parametros: numero de células positivas a GCaMP6f, actividad neuronal total de las
neuronas moduladas, amplitud del cambio en la fluorescencia, nUmero de estimulos
a los que hay respuesta celular, indice de selectividad a la orientacién e indice de

selectividad a la direccion.

Para comparar los porcentajes de neuronas moduladas por estimulacion

visual, se utilizé una prueba de t de Student.

Las proporciones de células moduladas y no moduladas por la estimulacion
visual, asi como las proporciones de células selectivas y no selectivas, fueron

evaluadas mediante el uso de tablas de contingencia y la prueba exacta de Fisher.

La preferencia de las células moduladas fue evaluada con una prueba de
Kruskall-Wallis, con un post-hoc de Dunn para determinar si la respuesta celular fue
significativamente diferente durante algun estimulo en particular. Asi mismo, la
prueba fue utilizada para comparar si en los dos grupos existia o no una preferencia

igual o similar por alguno de los estimulos.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron utilizando el software Origin
Pro8, y en algunos casos también se utilizaron los softwares Matlab y GraphPad

Prism.
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6. Resultados

Expresion de GCaMP6f en corteza visual primaria

Con el propésito de determinar si la haploinsuficiencia del gen Shank3, que produce
un fenotipo autista, afecta la actividad neuronal de la corteza visual, se infectaron
neuronas de la capa 2/3 de corteza visual primaria (V1) con un virus adenoasociado

que codifica para el indicador de calcio GCaMP6f.

Para descartar algin sesgo técnico o influencia del genotipo, se cont6 el
namero de células que expresan GCaMP6f en cada una de las regiones de interés
(ROI: 250 um x 250 um) en las que se hizo microscopia de dos fotones in vivo en
modo de cabeza fija en cada uno de los individuos. El promedio de neuronas
positivas por cada ROI fue de 24 los silvestre y 27 los heterocigotos. Esta diferencia
no es estadisticamente significativa (Fig. 8B), por lo que se determin6é que el
genotipo y la técnica de inyecciones virales no influyé sobre la expresién de

GCaMP6f.

A

SHANK3** SHANK3*- B
AAV.Syn.GCaMPEE AAV.Syn.GCaMPef I

357

| N.S.
30 I

25 I

20

15|

10

No. neuronas positivas a GCaMP6f/ROI

SHANK3** SHANK3*"

Figura 8. Expresién de GCaMP6f en corteza visual primaria. A) Imagenes con microscopia de
excitacion de dos fotones en ratones despiertos en modo de cabeza fija. Neuronas positivas a
GCaMP6f en regiones de interés (ROI) de corteza visual primaria. B) Cuantificacién del nGmero de
neuronas positivas a GCaMP6f por ROl en cada grupo experimental, silvestres (WT, n=7) y
heterocigos (HET, n=5), U de Mann-Whitney P=0.749. N.S. No significativo. Barras representan la
media £ E.S.
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6.2 Actividad neuronal por imagenologia de calcio con GCaMP6f en ratones
despiertos en modo de cabeza fija

Una vez determinada la expresion de GCaMP6f en la corteza visual primaria,
monitoreamos la actividad neuronal a través de cambios en la fluorescencia del
indicador de calcio. Para esto, registramos, por medio de microscopia de excitacion
de dos fotones, una regién de interés del area infectada con GCaMP6f a lo largo del
tiempo, mientras a los ratones se les presenta una serie de estimulos visuales en
un monitor colocado frente al ojo contralateral al hemisferio donde se realiz6 la
infeccion (secciones 5.4 y 5.5 de Materiales y métodos; y Fig. 6). Después, se
obtuvieron los valores de la fluorescencia de cada soma visible a lo largo del tiempo,
y finalmente los valores de fluorescencia de cada ensayo se promediaron y se
alinearon al tiempo en que aparecen los estimulos visuales. Los detalles de la
obtencion de las sefiales de calcio y de la alineacion a los tiempos de estimulacion
se describen en la seccion 5.7 de Materiales y métodos. La actividad neuronal pudo
ser monitoreada y analizada en los dos genotipos utilizados en este proyecto,
mediante microscopia de excitacion de dos fotones y la técnica de cabeza fija (Fig.

9).
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Figura 9. Actividad neuronal in vivo de corteza visual primaria de ratones despiertos A)
Muestra de las regiones de interés de V1 donde se registré la actividad neuronal in vivo en ratones
despiertos. En el panel superior se muestra un ROI de un ratén silvestre, mientras que el panel
inferior corresponde a un ratén heterocigoto. B) Muestra de los transitorios de calcio obtenidos de
neuronas de ratones silvestre (panel superior) y heterocigotos (panel inferior) infectadas con
GCaMP&6f. Cada trazo es el promedio de cinco ensayos, y cada uno de ellos corresponde a uno de
los somas numerados en el panel A. Las lineas grises corresponden a los tiempos en que se
presentan los estimulos visuales. U.A.= Unidades arbitrarias, que corresponden al promedio de la
intensidad de color de los pixeles que forman la imagen.
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La proporcion de neuronas moduladas por estimulos visuales es mayor en
ratones heterocigotos que en ratones tipo silvestre

Para evaluar la actividad de las neuronas de la corteza visual primaria en
respuesta a la estimulacion visual, se seleccionaron sélo aquellas neuronas que
respondieron de forma positiva a los estimulos visuales, es decir, neuronas que
tuvieran valores de AF/Fo significativamente mayores que la fluorescencia basal, en
por lo menos uno de los ocho estimulos presentados. Las neuronas que no tuvieran
un cambio en la fluorescencia significativamente mayor con respecto al basal en
respuesta a un estimulo fueron consideradas no moduladas (Fig. 10A) (Chen et al.,
2013; Sun et al., 2016). De esta forma, se excluyeron respuestas relacionadas a
otros factores (actividad espontanea, actividad en funciébn de cambios de
luminosidad, locomocion del raton, etc.) que pudieran alterar el analisis. Los
criterios para considerar a una célula como modulada o no modulada se describen

detalladamente en la seccion 5.7.2 de Materiales y métodos.

En los ratones silvestres, de las 220 neuronas positivas a GCaMP6f
evaluadas, 58 resultaron moduladas, correspondiente al 26.36% del total, mientras
que en, los animales heterocigotos presentaron 72 moduladas, de las 187
analizadas, lo que corresponde a un 38.5% (Fig. 10B). Al analizar el porcentaje de
neuronas moduladas por cada individuo se encontré6 una mayor proporcion de
neuronas moduladas en los ratones heterocigotos (42.48012% + 3.80772%) en
comparacion a los ratones silvestres (30.84849% + 3.08526%) (Fig. 10C). Estos
datos demuestran que en ratones heterocigotos existe un mayor numero de

neuronas que responden a los estimulos visuales presentados.
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Figura 10. Los ratones heterocigotos presentan una mayor proporcién de neuronas con
actividad modulada en respuesta a estimulacion visual. A) Ejemplo de transitorios de calcio de
una neurona modulada (panel superior) y de una no modulada (panel inferior) durante la
presentacion de estimulos visuales. La linea punteada indica el momento en el que estimulo visual
se presenta. B) Proporcion de neuronas moduladas y no moduladas a nivel poblacional en ratones
silvestres (WT) y heterocigotos (HET), prueba exacta de Fisher, P=0.033. C) Proporcién de neuronas

moduladas por ratén. Barras representan la media + E.S. t de Student, * P=0.01612.

La actividad neuronal modulada por la estimulacién visual es diferente en
ratones heterocigotos de Shank3

Para determinar si la actividad neuronal se ve afectada por la
haploinsuficiencia de Shank3, se evaluaron los cambios en la fluorescencia de las
neuronas moduladas durante el tiempo en que se presentaron los estimulos
visuales. Para esto, se tomaron los valores de AF/Fo de cada neurona modulada
durante los cuatro segundos de duracion de cada uno de los estimulos y se realizé
un promedio. De esta forma, se obtuvieron ocho valores por cada soma analizado,
correspondientes al promedio de AF/Fo durante el tiempo de cada uno de los

estimulos presentados.
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Con los valores obtenidos anteriormente, se evalud, en primer lugar, si existe
preferencia de las neuronas moduladas por alguno de los estimulos presentados.
Se encontré que en ratones silvestres hay un aumento significativo de actividad
durante el estimulo correspondiente a 315° (1.2946 + 0.16999 AF/Fo), asi como una
tendencia a una mayor actividad en el estimulo de 135° (1.26345 + 0.1659 AF/Fo)
(Fig. 11 A, B). Respecto a estos datos, al tratarse de la misma orientacion del
estimulo, con movimiento en direcciones opuestas, consideramos que los ratones

silvestres presentan una mayor preferencia por esta orientacion.

Por otra parte, en los animales heterocigotos no se encontré preferencia por
algun estimulo en particular (Fig. 11 A, B). Estos datos muestran que las neuronas
de V1 de ratones heterocigotos no presentan preferencia por alguno de los
estimulos, mientras que, en los ratones silvestre, si hay preferencia por una

orientacion particular.

Ademas, al comparar la actividad de las neuronas moduladas evocada por
los estimulos visuales, encontramos que las dos poblaciones analizadas son
diferentes entre si, sobre todo en el estimulo de 315° donde se registré una mayor
actividad en los silvestres (1.2946 = 0.16999 AF/Fo), en comparacion de los

heterocigotos (0.71859 + 0.13295 AF/Fo) (Fig. 11B).

Partiendo de lo anterior, cuantificamos si a nivel poblacional la actividad
neuronal total (actividad durante los ocho estimulos presentados) de las neuronas
moduladas es diferente en ratones heterocigotos. Al comparar los valores de AF/Fo

a nivel poblacional, encontramos que la actividad neuronal total de los animales
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heterocigotos es menor (0.67842 + 0.04981 AF/Fo) en comparacion a los silvestres

(0.75576 + 0.04743 AF/Fo) (Fig. 11C).

Para tratar de explicar esta diferencia en la actividad analizaron tres posibles
causas: una disminucion en la intensidad de las respuestas de las neuronas de los
ratones heterocigotos, una disminuciéon en el namero de eventos a los que

responden, o una combinacion de ambos factores.

Para dilucidar la causa de esta diferencia, cada neurona modulada se agrup6
en funcidn de la amplitud promedio de AF/Focon la que respondio a la estimulacion
visual y al nimero de estimulos a los que respondié (Fig. 11D). Encontramos que la
mayoria de las neuronas, tanto de ratones silvestres como de heterécigos, tienen
una amplitud promedio similar, que esta en un rango de 0.7 a 5 de AF/Fo. Sin
embargo, al observar la distribucion de las células en funcion del nidmero de
estimulos a los que responde, encontramos que la mayoria de las neuronas de
ratones heterocigotos responden principalmente en un rango de 2 a 3 estimulos,
mientras que las neuronas de los ratones silvestres se distribuyen de forma mas
homogénea en relacion al nimero de estimulos a los que responden, y en este caso,
el rango va de 1 a 7 estimulos. Estos datos sugieren que la diferencia encontrada
en la actividad neuronal entre los dos grupos analizados se debe a una diferencia
en el nimero de estimulos a los que las neuronas responden, mas que a una

diferencia en la intensidad de la actividad de las neuronas.

Para corroborar que la intensidad de la actividad neuronal en ratones
heterocigotos no es diferente, se midieron las amplitudes del cambio en la
fluorescencia de las neuronas solo cuando éstas respondieron de forma positiva a
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los estimulos. Encontramos que en animales heterocigotos existe una tendencia
hacia una mayor amplitud (3.07364 + 0.19662 AF/Fo) en comparacion a los
silvestres (2.46472 + 0.12205 AF/Fo), aunque esta diferencia no es estadisticamente

significativa (Fig. 11E).

A fin de comprobar que el nimero de estimulos a los que las neuronas de los
ratones heterocigotos responden es menor, se hizo un conteo del nimero de
estimulos visuales a los que cada neurona modulada en ambos genotipos respondi6
de manera significativamente positiva. Encontramos que las neuronas de los
animales heterocigotos responden en promedio a un menor niumero de estimulos
visuales (2.76389 + 0.1953) que las neuronas de ratones silvestres (3.62069 *

0.23951) (Fig. 11F).

En resumen, estos datos demuestran que una disminucién en la actividad
neuronal en ratones heterocigotos o haploinsuficientes, no se debe a una
disminucién en la intensidad de su actividad, sino que es debido a que sus neuronas

responden de manera positiva a un menor nimero de estimulos.
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Figura 11 Diferencias en la actividad neuronal de ratones heterocigotos evocada por
estimulacion visual. A) Mapas de color de la actividad neuronal (medida en AF/Fo) de cada neurona
modulada en respuesta a los estimulos visuales presentados, para ratones silvestres (mapa superior)
y heterocigotos (mapa inferior). En los mapas, las neuronas con menor actividad se encuentran en
la parte superior, mientras que aquellas con mayor actividad estan en la parte inferior. B)
Cuantificacion poblacional de la actividad neuronal mostrada en A, prueba de H de Kruskal-Wallis,
P = 0.0057, Post-Hoc Comparacion Multiple de Dunn. WT n= 58 neuronas de 7 ratones; HET n= 72
células de 5 ratones. C) Actividad neuronal total de neuronas moduladas por los estimulos visuales.
Prueba de U de Mann-Whitney, P < 0.0001. WT n= 58 neuronas de 7 ratones; HET n= 72 neuronas
de 5 ratones. D) Grafico de dispersién de la distribucién las neuronas moduladas en funcion de la
amplitud promedio con la que responden a los estimulos (ordenadas) y del nimero de estimulos a
los que responden (abscisas). Se muestra un trazo de un transitorio de calcio para ejemplificar la
amplitud considerada en este analisis. E) Amplitud de AF/Fode las respuestas neuronales evocadas
por los estimulos. Prueba de U de Mann-Whitney, P= 0.05654. WT n= 58 neuronas de 7 ratones;
HET n= 72 neuronas de 5 ratones. F) NUumero de estimulos a los que las neuronas moduladas
responden, representado en diagrama de cajas y bigotes. Prueba de U de Mann-Whitney, P= 0
0.00304. WT n= 58 neuronas de 7 ratones; HET n= 72 neuronas de 5 ratones. Barras representan la
media t E.S.
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Las neuronas de la corteza visual primaria de ratones heterocigotos tienen
mayor selectividad a la orientacién, pero la selectividad a la direccién no es
diferente

A partir de los resultados anteriores, nos plantemos determinar si existe una
mayor selectividad de las neuronas de corteza visual en ratones heterocigotos a
algun componente de los estimulos visuales. Basados en estudios previos, se sabe
que las neuronas de la capa 2/3 de la corteza visual primaria responden a la

orientacion, direccion y contraste de los estimulos visuales.

Considerando estas caracteristicas, se realiz6 un ajuste de los datos con una
funcién compuesta por la suma de dos Gaussianas definidas en 360°, con base en
el trabajo de Sun y cols. (Sun et al., 2016; Carandini & Ferster, 2000). Los picos de
la doble Gaussiana son forzados a separarse por 180°, recordando que, en los
estimulos visuales presentados, cada 180° se encuentra la misma orientacion del
estimulo, pero con direccibn de movimiento opuesta. Las neuronas cuyas
respuestas a los estimulos visuales se ajustaron a la doble Gaussiana con un valor
de R? (un parametro que mide el éxito del ajuste de los datos reales a los datos
generados por la funcion, y que va de 0 a 1) mayor a 0.7 fueron consideradas como
neuronas selectivas, por el contrario, las neuronas que no se ajustaron a este

parametro se consideraron no selectivas (Fig. 12 A).

Como resultado de este andlisis, encontramos que en animales silvestres 38
de las 58 neuronas moduladas resultaron ser selectivas (correspondiente a
65.52%), mientras que en los heterocigotos fueron 49 neuronas selectivas de las 72

moduladas (correspondiente a 68.06%). Esta diferencia en las proporciones no
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resultod ser estadisticamente significativa (Fig. 12B). Sin embargo, cabe mencionar
que las neuronas de los ratones heterocigotos se ajustaron con mayor precision a
la curva de la funcién Gaussiana, es decir, sus valores de R? son mayores (0.9115
+ 0.014) en comparacion de las células de los ratones silvestres (0.8615 + 0.017)

(Fig. 12C).

Por otra parte, se midi6é la selectividad a la orientacion que cada neurona
selectiva presenta ante los estimulos, mediante el indice de selectividad a la
orientacion, 1.S.0 (véase seccion 5.6 de Materiales y métodos). Encontramos que
los ratones heterocigotos presentan un mayor indice de selectividad a la orientacion
(0.8507 £0.01877) en comparacion a los ratones silvestre (0.70798 + 0.03324) (Fig.
12D), mostrando asi que las neuronas del grupo experimental son mas selectivas a

la orientacion de los estimulos presentados.

También se midié la selectividad a la direccion del movimiento de los
estimulos visuales. Para esto, se utilizo el indice de selectividad a la direccién, 1.S.D.
(véase seccidn 5.6 de Materiales y métodos) para medir este parametro. Los datos
muestran que el I.S.D. de las neuronas de los ratones silvestres no es diferente a la
de los ratones heterocigotoss (0.4567 = 0.05365 silvestres y 0.4724 = 0.0433

heterocigotos) (Fig. 12E).
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Figura 12. Selectividad de las neuronas a la orientacidon y a la direccion de los estimulos
visuales. A) Ajuste de la actividad neuronal evocada por los distintos estimulos visuales a una
funcién doble Gaussiana. Se muestran ejemplos de neuronas selectivas (panel derecho) que se
ajusta a la funcién con un valor de R?=0.926 y neuronas no selectivas (panel izquierdo) cuyo valor
de R?=0.926. Las lineas punteadas representan los datos y las lineas continuas azules el ajuste. B)
Proporcién de neuronas selectivas y no selectivas en animales silvestres y heterocigotos. Prueba
exacta de Fisher, P = 0.8517. C) Nivel de precision de ajuste de los datos reales a la funcion 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. D) Selectividad a la orientacién de las neuronas selectivas. Los
histogramas muestran la distribucion del indice de selectividad a la orientacién (1.S.0) de ratones
silvestres (panel izquierdo superior) y de ratones heterocigotos (panel izquierdo inferior). El diagrama
de cajas y bigotes (panel derecho) muestra la comparacién de las distribuciones graficadas en los
paneles izquierdos. Prueba de U de Mann-Whitney, * P=0.0017. WT n= 38 neuronas de 7 ratones,
HET n= 49 neuronas de 5 ratones. E) Selectividad a la direccion de las células selectivas. Los
histogramas y el diagrama de cajas y bigotes muestran lo mismo que en C, pero para el indice de
selectividad a la direccién (1.S.D). Prueba de U de Mann-Whitney N.S. P=0.80.

Estos datos demuestran por primera vez que las neuronas de los ratones
heterocigotos tienen una mayor selectividad a la orientacion de los estimulos

visuales, es decir, que poseen una mayor cantidad de neuronas que responden de
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forma preferencial o exclusiva a una orientaciéon en particular, en comparacion de
las neuronas de ratones silvestres. Sin embargo, no se encontré diferencia en la

selectividad a la direccion entre los grupos experimentales.

7. Discusion

Se ha documentado que individuos con sindrome de espectro autista
muestran mayor percepcion visual (Samson et al., 2012; Keehn et al., 2008),
ademas de alteraciones en la conectividad (Hahamy, et al., 2015). Sin embargo, se

desconocen los mecanismos neuronales que causan estas alteraciones.

Gracias a los modelos genéticos animales disefiados a partir de las
mutaciones detectadas en pacientes humanos, actualmente es posible estudiar y
tratar de dilucidar las relaciones entre las alteraciones neuronales, el
comportamiento y las alteraciones moleculares en ciertos trastornos del espectro

autista.

En este proyecto utilizamos un modelo genético de autismo, causado por la
haploinsuficiencia del gen Shank3 (Bozdagi et al., 2010), para estudiar si la carencia
de la proteina SHANKS3 en las sinapsis glutamatérgicas promueve una alteracion de

la actividad neuronal de la corteza visual en ratones haploinsuficientes de Shank3.

Por medio de microscopia de excitacion de dos fotones in vivo, en modo de
cabeza fija, analizamos la actividad de las neuronas de la capa 2/3 de la corteza

visual primaria de ratones haploinsuficientes de Shank3 (SHANK3*) y ratones
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silvestres (SHANK3**) de la misma cepa. Se sabe que las neuronas de corteza
visual primaria de ratones responden a orientacién, direccién y contraste (Niell &
Stryker, 2008; Chen et al., 2013; Sun et al., 2016). Derivado de estos estudios nos
dimos a la tarea de evaluar la respuesta de las neuronas de corteza visual primaria
en nuestro modelo genético de autismo y ratones normales en respuesta a

estimulos visuales con diferentes orientaciones y movimiento.

Vale la pena mencionar que todos los experimentos fueron a doble ciego, sin
conocer el genotipo de los ratones hasta posterior al analisis de datos. Nuestros
datos muestran que la expresion del sensor de calcio GCaMP6f es igual en ambos
genotipos. Y que neuronas de ratones heterocigotos responden a diferentes
estimulos visuales a través de transitorios de calcio como ocurre en neuronas de
ratones silvestres, demostrando que la haploinsuficiencia de Shank3 no afecta la

expresion y la actividad de GCaMP6f.

Por otra parte, para evaluar la respuesta neuronal a los diferentes estimulos,
se consideraron sélo las neuronas moduladas, es decir, neuronas que respondieran
positivamente a los estimulos visuales, mientras que las neuronas que no
cumplieran este criterio fueron consideradas no moduladas, esto de acuerdo a los
trabajos de Chen y Sun (Chen et al., 2013; Sun et al., 2016). Respecto a esto,
encontramos una mayor proporcion de neuronas moduladas en los ratones
heterocigotos en comparacion a los ratones silvestres. Y por los resultados previos

descartamos que sea el numero de neuronas que expresan GCaMP6f pues en este
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caso no hubo diferencias entre los genotipos. Asi, demostramos que la proporcion
de neuronas que responden a los estimulos visuales es mayor en los ratones

heterocigotos.

Sin embargo, cuando se evalud la respuesta especifica de cada neurona a
los diferentes estimulos, encontramos que las neuronas de los ratones silvestres
responden preferencialmente a ciertos angulos, como ha sido descrito por otros
grupos (Andermann, et al., 2010; Bachatene et al., 2016) mientras que las neuronas
de los ratones heterocigotos no responden a algun estimulo en particular. Ademas,
a nivel poblacional hay una menor actividad neuronal en los ratones heterocigotos
que en los ratones silvestres, esta es la primera vez que se mide la actividad
neuronal en este modelo de autismo. Al respecto, la informacién que se tiene es
derivada de pacientes humanos con autismo, donde se ha reportado una mayor
actividad neuronal en areas corticales relacionadas con el procesamiento visual y la
experiencia, por el contrario en corteza frontal detectaron una menor actividad en
autistas, sugiriendo que puede ser consecuencia de alteraciones en la plasticidad

sinaptica durante el desarrollo neuronal (Samson et al., 2012).

Por otro lado, cuantificamos la amplitud del cambio en la fluorescencia
respecto a la fluorescencia basal (AF/Fo), y observamos que la amplitud de las
respuestas tiende a ser mayor en ratones heterocigotos, sin embargo, no es
diferente significativamente. Esta mayor tendencia en la amplitud se puede deber a

una mayor frecuencia de potenciales de accién (Chen et al.,, 2013), por lo que
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pareceria que, en estos ratones, hay un incremento en el nUmero de potenciales de

accion evocados por la estimulacion visual.

Ademas, las neuronas de los ratones heterocigotos responden a un menor
namero de estimulos, lo cual sugiere que pueden presentar una mayor selectividad.
Al respecto, evaluamos dos parametros para determinar la selectividad de las
neuronas, el indice de Selectividad a la Orientacion (ISO) y el indice de Selectividad
a la Direccion (ISD). A partir de estos analisis observamos de manera poblacional

gue la proporcion de neuronas selectivas no es diferente entre los dos genotipos.

Sin embargo, las neuronas de ratones heterocigotos muestran una mayor
selectividad a la orientacion de los estimulos, en comparacién a las neuronas de
ratones silvestres. Al respecto, se ha demostrado que la selectividad a la orientacion
de los estimulos visuales proviene del ndcleo geniculado lateral dorsal (ALGN) del
talamo, el cual conecta con L2/3 a través de L4 de corteza visual (Sun et al., 2016;
Lien & Scanziani, 2013), por lo que se debe considerar que las diferencias en la
selectividad a la orientacion en los ratones heterocigotos pueden estar dadas por
alteraciones en este circuito, especificamente por la modulacion de la via “bottom-
up” de L2/3 encargada de procesar las sefiales sensoriales provenientes de talamo
(Makino & Komiyama, 2015). No obstante, no podemos descartar una alteracion en
el balance de las conexiones excitatorias e inhibitorias, siendo estas ultimas las
posibles responsables de la sintonizacién de la respuesta a la orientacion en V1

(Atallah et al., 2012; N. R. Wilson, et al., 2012; Lee et al., 2012).
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Por otra parte, de acuerdo a reportes previos las neuronas de L2/3 no
presentan una selectividad marcada a la direccion en ratones normales (Sun et al.,
2016) ni en ratones heterocigotos, esto puede deberse a que la selectividad a la
direccion puede ser generada en las células ganglionares de la retina, las cuales se
sabe responden preferencialmente al movimiento, que operan dentro de
microcircuitos independientes del procesamiento neuronal (Barlow & Hill, 1963
(Demb, 2007; Vaney, et al., 2012). En este caso, habria que considerar que las
células de la retina, al menos las células ganglionares, no se ven afectadas por la

haploinsuficiencia de Shank3.

En su conjunto, estos datos demuestran por primera vez que la
actividad de las neuronas de L2/3 de corteza visual se ve alterada en ratones
haploinsuficientes de Shank3. Ademas, estos datos sugieren que probablemente
las entradas sensoriales, es decir, las células de la retina no se vean afectadas en
nuestro modelo de autismo, pues no se detectaron diferencias en la selectividad a
la direccion. Por el contrario, el procesamiento neuronal o los circuitos neuronales
pueden estar alterados en nuestro modelo genético de autismo, pues observamos
una mayor selectividad a la orientacion, lo cual requiere integracion de informacion
en la via “bottom-up” de la corteza visual primaria. Esto hace sentido si
consideramos gue la expresion de SHANK3 se da en las sinapsis glutamatérgicas,
lo cual puede alterar la respuesta sinaptica y consecuentemente la actividad

neuronal.
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8. Conclusion

Evaluando la actividad neuronal por medio de imagenologia de calcio con
GCaMP6f a traves de microscopia de excitacion de dos fotones in vivo y el sistema
de cabeza fija, encontramos que las neuronas de ratones heterocigotos presentan
una mayor selectividad a la orientacion de los estimulos en comparacion a los
ratones silvestres. Por el contrario, no encontramos diferencias en la selectividad a
la direccion. Esto sugiere que en los ratones heterocigotos, existe una alteracion a
nivel de procesamiento neuronal en la via “bottom-up” de corteza visual, que es la
responsable de codificar la selectividad a la orientacion, y que probablemente el
sistema sensorial en este modelo se mantenga sin alteraciones, dado que no se
observaron diferencias en la selectividad a la direccion, la cual estad dada por las

células ganglionares de retina.

Estos datos demuestran por primera vez que la haploinsuficiencia del gen
Shank3 ocasiona alteraciones en la actividad neuronal de la corteza visual,
alteraciones que podrian estar presentes en pacientes humanos con Sindrome de
Phelan-McDermid, tal como se ha observado en otros pacientes con trastorno de

espectro autista. Ademas, confirman la hipotesis planteada en este proyecto.
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