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Resumen

Se propone que el sustrato fisiolégico del aprendizaje y la memoria es la propiedad de
las neuronas de modificar su eficacia sindptica en respuesta a la actividad. Esto ocurre en
los sitios de comunicacidn entre las neuronas, las sinapsis. Este fendmeno se denomina
“plasticidad sinaptica”. Los cambios en la eficacia sinaptica pueden ser el resultado de
una potenciacién o depresion de la transmisidn sindptica, los cuales pueden alterar
fisicamente la conectividad entre las neuronas a través de cambios estructurales en las
sinapsis lo que se denomina “plasticidad estructural”, es decir, cambios en el nimero,
tamaiio y forma de las espinas dendriticas.

Se sabe que existe una correlacién entre diversos trastornos neurolégicos y
alteraciones morfoldgicas de las espinas dendriticas. Evidencias experimentales indican
gue varios de los genes que estdn mutados en pacientes diagnosticados con desérdenes
del espectro autista, son genes involucrados en la expresion de proteinas de vias de
sefializacion dependientes de la actividad que regulan la estructura y la funcidn
sindptica. Por ejemplo, el sindrome Phelan-McDermid, es catalogado como un sindrome
del espectro autista en humanos, causado por la delecién del gen Shank3 en un alelo.
Esta mutacion parece ser responsable de las alteraciones cognitivas, pues esta presente
en todos los pacientes. SHANK3 es una proteina de anclaje en la densidad postsinaptica
de neuronas glutamatérgicas, que se une directa e indirectamente a los receptores
glutamatérgicos AMPA, NMDA y mGluR.

Se desconoce cdmo la ausencia de esta proteina SHANK3 podria inducir las
alteraciones cognitivas detectadas. Una posibilidad es a través de la modificacion de la
plasticidad sinaptica y sus correlatos estructurales. Por lo tanto, en este proyecto nos
planteamos la siguiente pregunta, éexiste en el autismo una desregulacion de la
depresion sindptica y estructural provocada por la haploinsuficiencia de Shank3?

Para responder esta pregunta utilizamos cultivos organotipicos de hipocampo de
ratones haploinsuficientes SHANK3. Los resultados obtenidos muestran una menor
densidad de espinas dendriticas en ratones SHANK3 con respecto a los animales
silvestres. Ademas, la expresidn de los receptores mGIuR1 y mGIuR5 no cambia; sin
embargo, los niveles de la subunidad GIuN2B del receptor NMDA se encuentran
incrementados en ratones SHANK3. Por otro lado, mediante foto-activacion de
glutamato enjaulado a baja frecuencia indujimos depresién sinaptica mediada por NMDA
o mGIuR en espinas dendriticas individuales, utilizando microscopia de excitacidon de dos
fotones. Bajo estas condiciones, encontramos que la haploinsuficiencia de Shank3 inhibe
la depresidn sindptica mediada por mGIuR, por el contrario, se induce una potenciacion,
opuesto a lo observado en espinas de ratones silvestres. Por otra parte, la depresion
mediada por NMDA parece ser de largo plazo, contrario a lo que ocurre en ratones
silvestres. Estos datos demuestran por primera vez que la haploinsuficiencia de Shank3
altera la plasticidad sindptica, sus correlatos estructurales y la expresion de los
receptores NMDA.



Abstract

Changes in synaptic weight are thought to be the physiological basis for learning and
memory. These changes can result in either potentiated or depressed synaptic
transmission at individual synapses this phenomenon is called synaptic plasticity, and
may physically alter neuronal connectivity through structural changes at synapses, this is
called structural plasticity, specifically refers to changes in number, size or shape of
dendritic spines.

It has been reported a correlation between neurological disorders and
morphological alterations of dendritic spines. Reports indicate that autism spectrum
disorders (ASD) are associated with mutations in a host of genes that are critical
regulators of synaptic structure and function. For instance, the Phelan-McDermid
syndrome (PMS) is considered as ASD. This syndrome is cause by loss of one copy of
Shank3 gene in the telomeric portion of chromosome 22. This deletion is likely
responsible for some of the neurological features of the Phelan McDermid syndrome.
SHANK3 is a scaffold protein of the postsynaptic density of glutamatergic neurons, it
interacts indirectly with glutamatergic receptors AMPA, NMDA, and mGluR. It is
unknown how the haploinsufficiency of Shank3 can lead the clinical features of PMS. We
hypothesized that misregulation of synaptic plasticity and its structural correlates may
lead to cognitive impairments of PMS. Therefore, we want to know whether the
happloinsufficiency of Shank3 promotes a dysregulation of synaptic long-term
depression and its structural correlates.

In order to address this, we used two-photon imaging and glutamate uncaging
in organotypic hippocampal slice cultures, to examine the structural correlates synaptic
depression at individual inputs in neurons from SHANK3 mice. Our results show a density
reduction of dendritic spines in SHANK3 mice in comparison with wild type mice. We
examined the expression of mGlu receptors and NMDA subunits. Regarding to this, we
found that the expression of mGIuR1 and mGIuR5 was not altered. However, the
expression of GIuN2B subunit of NMDA receptors was increased in SHANK3 mice.

In addition, we performed some experiments to induce the synaptic depression
mediated by mGIuR or NMDA at single spines by two-photon uncaging glutamate. Here
we found that the haploinsufficiency of Shank3 inhibit the long-term depression
mediated by mGIuR by contrast seems to promote a potentiation. On the other hand,
the long-term depression mediated by NMDA was long lasting while in wild type was
short term. These data show for the first time that the haploinsufficiency of Shank3
disrupt the synaptic plasticity response, specifically synaptic depression and its structural
correlates.



1. Introduccidn

1.1. El hipocampo

El hipocampo es una estructura que pertenece al sistema limbico, que involucra el
control de emociones, aspectos de memoria y aprendizaje (Cowan et al.,, 2003,
Hammond, 2015). En esta estructura se han descrito las células de lugar y las células de
direccion (O'Keefe and Dostrovsky, 1971, O'Keefe, 1976, Moita et al., 2003). Al respecto,
se ha demostrado que el hipocampo juega un papel critico en la formacidon de memoria
como un elemento de almacenamiento de informacién, que con el tiempo, esta
memoria se va almacenando permanentemente en la neocorteza (Nadel and

Moscovitch, 1997, Tse et al., 2007, Kitamura et al., 2017).

En roedores, el hipocampo es una estructura rostro-caudal, mientras que en
primates estd estrictamente localizado en el |6bulo temporal. Esta compuesto por dos
regiones interconectadas, el Cuerno de Amoén (CA) y el Giro Dentado (GD). El cuerno de
Amoén se divide en tres regiones: CA1l, CA2 y CA3. Cabe mencionar que en primates se
cuenta con una division extra denominada CA4. Ambas regiones se subdividen en los
estratos: Alveus, Oriens, Pyramidale radiatum y Lacunosum moleculare (Andersen, 2007,

Hammond, 2015).

El hipocampo estd compuesto principalmente por células de proyeccion
denominadas neuronas piramidales, las cuales se encuentran ubicadas en la capa
piramidal y granular. Estas células utilizan el glutamato como principal neurotransmisor.
De manera especifica las neuronas piramidales cuentan con su soma alineado al stratum
pyramidale y cuentan con un arbol dendritico que se divide en tres secciones, cada uno
de estos segmentos proyecta a diferentes estratos, Stratum oriens y Stratum pyramidale
(dendritas basales), Stratum radiatum (dendritas apicales) y Stratum lacunosum
moleculare (dendritas del “tuft”). Estas neuronas piramidales son moduladas por
aferencias glutamatérgicas y también por actividad local de interneuronas inhibitorias

(Kandel, 2013).



Candnicamente el diagrama de conexiones del hipocampo se representa como
circuito trisindptico. La principal aferente proviene de la capa Il de la corteza entorrinal,
gue proyecta a la capa molecular del giro dentado a través de la via perforante. Los
axones (fibras musgosas) del giro dentado proyectan a la regién apical de las dendritas
piramidales de la region CA3, las cuales proyectan ipsilateralmente, a las neuronas
piramidales de la regién CAl a través de las colaterales de Schaffer, y contra
lateralmente a CA3 y CA1l a través de las conexiones comisurales. Las dendritas de la
region apical distal de CA1l reciben aferentes directas de la capa lll de la corteza
entorrinal (Fig. 1) (Neves et al., 2008). Gracias a su conectividad y estructura el
hipocampo ha sido una de las principales preparaciones para estudiar la plasticidad

sindptica.

Hipocampo Corteza entorrinal

— Via perforante a CA1
colaterales de Schaffer

medial

lateral

fibras musgosas
Via perforante a GD

Figura 1. Diagrama de conectividad del hipocampo. Presentado como un circuito trisinaptico entre la
corteza entorrinal, el giro dentado, la regién CA3 y CAl. Modificado de Neves, et al., 2008.



1.2. Plasticidad sinaptica

La plasticidad sinaptica se define como la propiedad de las neuronas de incrementar o
disminuir su eficacia sindptica en respuesta a la actividad, donde estas alteraciones que
duran milisegundos pueden inducir modificaciones que persisten por dias, semanas o
incluso periodos mas largos (Cowan et al., 2003). Se propone que estos cambios son la
base fisiologica del aprendizaje y la memoria (Caroni et al., 2012, Mayford et al., 2012),
pues los eventos externos son representados en el cerebro como patrones espacio-
temporales de actividad neuronal, que modifican la respuesta sindptica (Bliss and
Collingridge, 1993), asi se propone que el sistema nervioso puede almacenar y procesar
informacién de una manera dependiente de la experiencia (Nabavi et al., 2014). La
formacién y eliminacion de sinapsis esta mediada por la plasticidad estructural, es decir,
cambios en el numero, tamafio y forma de las conexiones sinapticas (Holtmaat and
Svoboda, 2009). Asi, los circuitos neuronales modifican sus conexiones para incrementar
la capacidad de almacenamiento y formar nuevas memorias, ademdas de mantener la
homeostasis sindptica, es decir, el balance en la excitabilidad de las neuronas dentro de

un circuito (Poirazi and Mel, 2001, Turrigiano, 2012).

Se han descrito dos formas de plasticidad sindptica: una de corto plazo, con
duracién de minutos, y una de largo plazo, con duraciéon de horas hasta dias (Citri and
Malenka, 2008). La plasticidad de largo plazo tiene dos expresiones bdsicas: potenciacién
de largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés: “long-term potentiation”) que se refiere a un
incremento en la eficacia de la transmisién sinaptica, y la depresion de largo plazo (LTD,
por sus siglas en inglés: “long-term depression”), la cual se define como un decremento
en la eficacia de la transmision sindptica (Fig. 2). Ambos, LTP y LTD se subdividen en dos
fases, una fase temprana (e- LTD o e-LTP, por sus siglas en inglés: “early-LTD o early-
LTP”) con una duracién aproximada de 90 minutos, y una fase tardia (L-LTD o L-LTP, por
sus siglas en inglés: “late- LTD o late-LTP”) con una duracién de mas de 90 minutos,
semanas o dias. Ademas estos procesos de largo plazo son dependientes de la sintesis de

proteinas (Bliss and Lomo, 1973, Kelleher et al., 2004a, Govindarajan et al., 2006).
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Figura 2. Potenciacion y depresidon sinaptica de largo plazo en la region CA1l del hipocampo. a)
Experimento ilustrativo de potenciacion sindptica inducido por protocolo de estimulacidn eléctrica de alta
frecuencia (100 Hz por un segundo; flecha negra). b) Experimento ilustrativo de depresidn sindptica
inducido por protocolo de estimulacién eléctrica de baja frecuencia (5 Hz por tres minutos; flecha abierta).
Modificado de Citri y Malenka, 2008.

La plasticidad sindptica estd mediada principalmente por los receptores a
glutamato, mGIuR (por sus siglas en inglés: metabotropic glutamate receptors), NMDA
(por sus siglas en inglés: “N-methyl-D-aspartate”) y AMPA (por sus siglas en inglés: a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor), debido a que la mayoria
de las sinapsis excitatorias utilizan glutamato como neurotransmisor (Citri and Malenka,

2008, Collingridge et al., 2010).
1.3. Receptores glutamatérgicos

En el cerebro de los mamiferos el principal neurotransmisor excitador es el glutamato, el
cual actUa a través de receptores de membrana, que incluye a los receptores inotrépicos
de glutamato iGluRs (por sus siglas en inglés: ionotropic glutamate receptors) los cuales
son de tipo: AMPA, NMDA y receptores a kainato. El otro grupo son los receptores

metabotrdpicos de glutamato mGIuR, los cuales estdn acoplados a proteinas G que



modulan la transmisidn a través de segundos mensajeros (Collingridge et al., 2010,

Lisman, 2017).

1.3.1 Receptores NMDA

Los receptores NMDA forman un canal idnico que estd sujeto a un tapdn de magnesio
dependiente de voltaje. Son altamente permeables al calcio y presentan una cinética de
separacion a ligando lenta. La activacidén de estos receptores requiere de un co-agonista
gue puede ser glicina o D-serina. Cuenta con un sitio de unidn a zinc que es capaz de
inhibir las corrientes de estos receptores de manera no competitiva (Cull-Candy and

Leszkiewicz, 2004, Paoletti et al., 2013).

Los receptores NMDA se ensamblan como heterotetrameros que difieren en la
composicidon de las subunidades. Hasta ahora se han identificado siete subunidades,
distribuidas en tres subfamilias de acuerdo a la secuencia de homologia: GIuN1, GIuN2
(GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C y GIuN2D) y GIuN3 (GIuN3A y GIuN3B). Candnicamente los
receptores NMDA se componen por dos subunidades GluN1 unidas a dos subunidades
GluN2 6 una combinaciéon de GIuN2 y GIuN3. En el cerebro embrionario sélo se expresan
las subunidades GIuN2B y 2D, mientras que la expresién de GIUN2A inicia poco después
del nacimiento y aumenta gradualmente (Paoletti et al., 2013). La composicién de los
receptores NMDAR no es estdtica cambia durante el desarrollo, ademas se ha
demostrado que este cambio es sensible a la actividad sindptica en sinapsis neonatales

(Bellone and Nicoll, 2007, Lohmann and Kessels, 2014) (Fig. 3).



Figura 3. Curso temporal de la formacion
de estructuras sinapticas y expresion de
subunidades de los receptores NMDA y
AMPA en cerebro de roedores. Panel
superior: Formacion de espinas
dendriticas y “shaft” a lo largo del
desarrollo. Paneles inferiores: Expresion
de las subunidades de los receptores
AMPA y NMDA durante el desarrollo en
hipocampo y corteza. Modificado de
Lohmann y Kessels, 2014.
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La subunidad GIuN2 es crucial para determinar las propiedades de entrada de
iones en el receptor. Esto incluye la probabilidad de apertura del canal, la sensibilidad al
agonista y cinética de desactivacion del receptor (Monyer et al., 1994, Cull-Candy and
Leszkiewicz, 2004, Rodenas-Ruano et al., 2012). Los receptores que en su composicién
contienen GIuN1/GIuN2A presentan una mayor probabilidad de apertura del canal, asi
como una cinética de desactivaciéon de glutamato mayor en comparacidon a los
receptores formados por GIuN1/GIuN2B (Erreger et al., 2005); Esta segunda composicion
permite un mayor influjo de calcio en comparacidn a los receptores conformados por la
subunidad GIuN2A (Sobczyk et al., 2005). Estas propiedades sugieren que los receptores

NMDA son los responsables de la respuesta bidireccional de la plasticidad sindptica, y el
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cambio en el balance de las subunidades es un mecanismo importante para la

determinacién de la fuerza sinaptica (Shipton and Paulsen, 2014).
1.3.2 Receptores AMPA

Los receptores AMPA son canales catidnicos tetraméricos que median la transmisidon
excitatoria rapida en el sistema nervioso central. Se ensamblan como homo o
heterotetrameros de las subunidades GluA1-A4 (Jacobi and von Engelhardt, 2018). Todas
las subunidades de los receptores AMPA consisten de una regién amino terminal
extracelular, un dominio de unién a ligando, tres dominios transmembranales, un loop
de re-entrada citopldsmico y una regién carboxilo terminal intracelular (Bassani et al.,

2013).

La afinidad de los receptores AMPA por glutamato es relativamente baja y el
nimero de moléculas de glutamato determina la probabilidad de apertura del receptor
(Rosenmund et al., 1998). Al respecto, se pensaba que la activacién del receptor
necesitaba por lo menos dos moléculas de glutamato, sin embargo trabajos recientes
han propuesto que en presencia de subunidades auxiliares la unién de una sola molécula
de glutamato es suficiente para la activacién del receptor (Coombs et al.,, 2017). Este
grupo de subunidades auxiliares son proteinas que actuan directamente con los
receptores AMPA en la superficie celular. Esto determina caracteristicas bdsicas del
receptor como apertura, conductancia, farmacologia y expresion en las sinapsis (Haering
et al., 2014, Henley and Wilkinson, 2016, Greger et al., 2017). Los receptores AMPA
estdn altamente enriquecidos en la densidad postsinaptica de neuronas excitadoras

(Scheefhals and MacGillavry, 2018).

La expresién de las subunidades del receptor AMPA cambia durante el desarrollo.
Por ejemplo, en etapas tempranas del desarrollo muchas sinapsis contienen la
subunidad GIuA2 permeable a calcio, posterior a la segunda semana postnatal es

cambiada por la subunidad GluA2 impermeable a calcio. La subunidad GIluAl es



altamente expresada en etapas tempranas del desarrollo, y a partir del dia postnatal 14

casi todas las sinapsis expresan GluA2 (Fig. 3) (Lohmann and Kessels, 2014)
1.3.3 Receptores metabotrépicos de glutamato

Los receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR) pertenecen al grupo de receptores
acoplados a proteinas G, se expresan principalmente en el sistema nervioso central
(Ferraguti and Shigemoto, 2006). Estos receptores cuentan con siete dominios
transmembranales, en la regidon amino terminal cuentan con un dominio denominado
VFD (Venus Flytrap Domain; por sus siglas en inglés). Este es el sitio de unién al ligando
gue produce un cambio conformacional que favorece el intercambio de GDP por GTP de
la proteina G, un complejo heterotrimérico compuesto por las subunidades «, 8y v,
lo cual desencadena la activaciéon en cascada de segundos mensajeros (Bjarnadottir et

al., 2006).

La familia de los receptores mGlu comprende ocho diferentes subtipos divididos
en tres grupos basados en su secuencia, mecanismos de sefializacién y farmacologia
(Conn and Pin, 1997). El grupo | incluye mGIluR1 y mGIuR5, que estdn acoplados a una
proteina Ggq, la cual activa a la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza al fosfatidilinositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y al diacilglicerol (DAG), activando una via que conlleva la liberacién de
calcio intracelular de reticulo endopldsmico y la fosforilacién de la proteina cinasa C
(PKC). El grupo | de los mGIuR son postsindpticos y estan localizados en la region
perisindptica de la membrana postsindptica de neuronas excitadoras (Ferraguti and

Shigemoto, 2006).

El grupo Il incluye a los subtipos mGIuR2 y mGIuR3, y el grupo Ill comprende
mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8. El grupo Il y Il de los receptores mGlu estan
acoplados a proteinas Gi, que se encargan de inhibir la adenilato ciclasa, lo cual inhibe la
formaciéon de AMPc estimulado por la forskolina, activando la via de ERK (Conn and Pin,

1997, Suh et al.,, 2018). Aunque estos grupos de receptores comparten vias de
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sefializacion comunes, difieren en su patrén de expresién y su distribucion subcelular.
Por ejemplo, mGlu2 y mGlu3 son extensamente expresados en el cerebro, y detectados
en las porciones pre-terminales de axones no mielinizados (Ferraguti and Shigemoto,
2006). Respecto al grupo Ill, todos los receptores se expresan en sistema nervioso
central y se localizan en la postsinapsis y presinapsis (Ferraguti and Shigemoto, 2006),
excepto el receptor mGlub6 el cual es exclusivo de retina, y se localiza en la postsinapsis

de los bastones (Nakajima et al., 1993, Nomura et al., 1994).

1.4. Potenciacién sinaptica de largo plazo en el hipocampo

El primer fendmeno de plasticidad sindptica que se describid fue la potenciacion de largo
plazo, descrita en 1973 por Bliss y Lomo que reportaron que la activacidn repetitiva de
sinapsis excitadoras en el hipocampo causaba un aumento rdpido y persistente de la
fuerza sinaptica (Bliss and Gardner-Medwin, 1973, Bliss and Lomo, 1973). La
potenciacidon de largo plazo se define como el incremento en la fuerza sindptica en
respuesta a la actividad (Bliss and Collingridge, 2013). Se caracteriza por presentar
cooperatividad, asociatividad y especificidad de entradas. La cooperatividad se refiere a
gue la LTP puede ser inducida por la activacién simultanea de un numero critico de
sinapsis. La asociatividad es la capacidad de potenciar una entrada débil (un pequefio
numero de sinapsis); cuando son activadas en asociacion con una entrada fuerte (un
numero grande de sinapsis), a esta propiedad se le denomina plasticidad Hebbiana.
Finalmente, la especificidad de entrada indica que la LTP es inducida sdélo en las sinapsis
activadas y no en sinapsis inactivas adyacentes en la misma célula (Nicoll et al., 1988). Se
sugiere que estas caracteristicas se sugiere promueven la capacidad de almacenamiento
de informacién en neuronas individuales, pues diferentes sinapsis en una misma
neurona pueden estar involucradas en diferentes circuitos codificando diferentes

entradas (Citri and Malenka, 2008).
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Para que esta informacidon sea almacenada y codificada en las sinapsis, se
propone que estos procesos de largo plazo requieren para su mantenimiento de la
sintesis de proteinas local (Krug et al., 1984, Frey et al., 1988), que contribuyen a la
facilitacion de la plasticidad entre sinapsis. Este fendmeno fue propuesto como la
hipdtesis de etiquetado y captura sinaptica (Frey and Morris, 1997). Esta hipdtesis
propone que la estimulacién fuerte de una sinapsis activa la sintesis de proteinas, y que
estas proteinas contribuyen a la expresion de la plasticidad de largo plazo de una
sinapsis cercana estimulada débilmente. Es decir, que la sinapsis estimulada débilmente
captura las proteinas que fueron sintetizadas por la sinapsis que recibié estimulacion
fuerte previamente. Esta hipdtesis abrié las puertas para el estudio de las proteinas
relacionadas con la plasticidad. Actualmente se sabe que en los procesos plasticos de
largo plazo, la sintesis de proteinas es local (Kang and Schuman, 1996, Huber et al., 2000,
Fonseca et al., 2006), es decir, se deriva de ARNm pre-existentes en las dendritas, las
cuales se sabe cuentan con la maquinaria suficiente para esta sintesis proteica (Steward
and Levy, 1982, Zhong et al., 2006). Esto sugiere que el trafico y traduccién de los mRNA
esta regulado por la actividad (Engert and Bonhoeffer, 1999, Toni et al., 1999, Citri and
Malenka, 2008).

La induccidon de LTP requiere la activacidon de los receptores NMDA durante una
despolarizacién postsinaptica fuerte que permita el incremento de calcio en la
postsinapsis, ademas de la activacidn de los receptores AMPA, para activar las vias de
sefializacion que permiten el LTP. Por lo tanto, la activacién de los receptores NMDA
permite la entrada de calcio que activa a la calcio calmodulina, esta a su vez activa a la
proteina cinasa Il dependiente de calcio calmodulina (CAMKII), una vez activa se
transloca del citosol a la densidad postsindptica (Lisman et al., 2012). En la sinapsis la
CAMKII se une a la subunidad GIuN2B de los receptores NMDA y fosforila a la subunidad
1 de receptor AMPA (Leonard et al., 1999), esto favorece el incremento en la densidad
de receptores AMPA y NMDA en la densidad postsindptica y a permite el mantenimiento

de la potenciacién sinaptica.
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Experimentalmente, existen diversos protocolos para la induccién de la LTP, uno
de los mdas comunes es la estimulacion tetanica a alta frecuencia (Collingridge et al.,
2010), siendo este tipo de potenciacion mediado por receptores NMDA (Magee and
Johnston, 1997, Markram et al.,, 1997). Actualmente y gracias al desarrollo de
compuestos enjaulados (Matsuzaki et al., 2001, Kwon and Sabatini, 2011), y de la
microscopia de excitacién de dos fotones (Denk et al.,, 1990) se han desarrollado
protocolos para inducir LTP en espinas sinapticas individuales (ver metodologia). Esto ha
permitido estudiar los cambios estructurales de las espinas dendriticas en respuesta a la
potenciacidn sindptica, estableciendo una correlacién entre el cambio en el volumen de
las espinas y la actividad sinaptica. Por ejemplo, las espinas que son potenciadas
incrementan su volumen en respuesta a la LTP (Matsuzaki et al., 2004, Harvey and
Svoboda, 2007). Ademas, se demostrd que estos cambios estructurales de largo plazo
requieren de la sintesis proteica que se lleva a cabo en los dominios dendriticos, lo que
permite las interacciones entre espinas dendriticas cercanas dentro de las dendritas
(Govindarajan et al., 2006). Sin embargo, las sinapsis no sélo se potencian, existe una bi-
direccionalidad de la respuesta sinaptica, permitiendo un equilibrio en la respuesta de

las neuronas.

1.5. Depresion sinaptica de largo plazo en el hipocampo

En blsqueda del fendmeno contrario a la potenciacién se demostré que una
estimulacion de baja frecuencia era capaz de invertir una potenciacién sinaptica
previamente inducida, a dicho proceso se le denomind depotenciacién (Lynch et al.,
1977). Sin embargo, no fue hasta 1992 cuando se demuestra por primera vez la
induccidn de LTD sin el protocolo previo de LTP (Dudek and Bear, 1992). Actualmente, se
define a la depresién de largo plazo (LTD) como la disminucién en la fuerza sindptica
(Bear and Abraham, 1996). Una de las principales estructuras en las que se ha estudiado
la LTD es el hipocampo (Bear and Abraham, 1996, Bear, 1999), donde se han identificado
dos mecanismos que modulan este proceso; el primer mecanismo estd mediado por

receptores NMDA vy el segundo es mediado por receptores mGlu. Ambos mecanismos
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son completamente independientes y pueden coexistir en las mismas sinapsis (Oliet et

al., 1997, Kemp et al., 2000) (Fig.4).
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Figura 4. Depresion sinaptica de largo plazo mediada por receptores NMDA y mGIuR. En rebanadas de
ratones jovenes la saturacion de LTD mediada por receptores NMDA (900 pulsos a baja frecuencia) no
ocluye a la depresiéon mediada por receptores mGIuR (900 pares de pulsos con 50 ms entre estimulo).
Kemp, et al., 2000.

1.5.1 Depresidn sinaptica de largo plazo mediada por receptores NMDA

Como se menciond anteriormente, en el hipocampo coexisten dos tipos de LTD, uno de
ellos estd mediado por receptores NMDA (LTD-NMDA). Para la induccidn de este tipo de
LTD se utilizan protocolos como la estimulacién prolongada con pulsos eléctricos de baja
frecuencia (LFS) en la postsinapsis, o el protocolo de STDP, donde se estimula primero la
postsinapsis (despolarizandola) y milisegundos (50ms) después se estimula la presinapsis
(Collingridge et al., 2010).Como ocurrié con los protocolos de induccion de LTP, los
avances tecnoldgicos han hecho posible inducir la LTD en sinapsis individuales con
liberacién de glutamato enjaulado a través de microscopia de dos fotones utilizando

pulsos de luz infrarroja a baja frecuencia (Holbro et al., 2009, Oh et al., 2013).

Respecto a la induccidon de LTD mediado por NMDA, existe controversia pues
algunos reportes han demostrado que este tipo de respuesta sindptica es facilmente
inducible en neuronas de animales neonatos o juveniles (Oliet et al., 1997). Sin embargo,

en neuronas de ratones adultos o in vivo es muy dificil inducir este tipo de LTD. De
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manera muy interesante se ha demostrado que la induccién de LTD puede ser facilitada
si se da el protocolo de LFS mientras los animales exploran un ambiente nuevo o
enriquecido (Manahan-Vaughan and Braunewell, 1999), o bien son expuestos a estrés

previo al protocolo de LFS (Xu et al., 1997, Artola et al., 2006).

El mecanismo molecular de NMDA-LTD comienza con la entrada de calcio
extracelular, el cual, se une a la calmodulina que activa a la fosfatasa 2B (PP2 o
calcineurina). La PP2 defosforila al inhibidor-1 permitiendo la activacién de la proteina
fosfatasa 1 (PP1), ésta a su vez desfosforila a la serina 845 de los receptores AMPA
favoreciendo su internalizacién (Zhou et al., 2004, Nabavi et al., 2013). Por otro lado,
cuando la proteina sensora de calcio hipocalcaina (HCP) detecta un aumento en los
niveles de calcio intracelular, se transloca a la membrana plasmatica donde forma un
complejo con la proteina adaptadora dos (AP2) y remueve al factor sensitivo N-
etilmalemidina (NSF) favoreciendo la endocitosis de los receptores AMPA (Palmer et al.,

2005).

1.5.2 Depresidn sinaptica mediada por receptores metabotropicos de glutamato

El segundo tipo de LTD que coexiste en la region CA1 del hipocampo esta mediado por
receptores metabotrépicos de glutamato. Este tipo de LTD puede ser inducido a través
de un protocolo de pares de pulsos a baja frecuencia (PP-LFS), también denominado LTD
inducido sindpticamente, o con la administracién del agonista de grupo | de receptores
mGlu (DHPG). El primer protocolo presumiblemente activa el grupo | de receptores
extrasindpticos de mGlu (Citri and Malenka, 2008). Este tipo de LTD puede ser inducido
en neuronas de animales neonatales, jovenes y adultos (Kemp et al., 2000, Nosyreva and
Huber, 2005), es independiente de la activacion de NMDA (Huber et al., 2000), induce la
endocitosis de receptores AMPA (Snyder et al., 2001, Nosyreva and Huber, 2005), y lo

mas interesante, induce la sintesis de proteina localmente (Huber et al., 2000).
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La estimulacion de los receptores mGlu conlleva a la activacidon de la proteina Ggq,
como se describié previamente. Esta activa la via de sefializacién de PKC. En algunos
casos, PICK1 facilita la interaccion de PKC con la subunidad GluA2, PKC fosforila la serina
880 y esto permite remover el complejo ABP-GRIP favoreciendo la remocion de los
receptores AMPA de la sinapsis (Jo et al., 2008). Como se menciond anteriormente, la
MGIuR-LTD promueve la sintesis de proteinas, presumiblemente a través de la via
ERK1/2 (Choe and Wang, 2001a, b, Gallagher et al., 2004). Esta via esta involucrada con
la fosforilacién de Mnk1, y factores que regulan la traduccién de proteinas involucradas
en la internalizacion de receptores AMPA, como lo es Arc/Arg3.1, MAP1B, y OPHN1
(McCoy et al., 2005, Chrestensen et al., 2007). Por otro lado, existe evidencia donde se
observa que la via PI3K-Akt conlleva la activacion mTOR, el cual, podria ser uno de los
principales moduladores de la traduccién en la depresién mediada por los receptores

mGlu (Banko et al., 2006, Antion et al., 2008).
1.6. Plasticidad estructural

Los circuitos neuronales se definen por la estructura de axones y dendritas, y la sinapsis
entre ellos. La formacién y eliminacién de sinapsis es mediada por la plasticidad
estructural, es decir, cambios en el nimero, tamafio y forma de las conexiones sinapticas
(Holtmaat and Svoboda, 2009). En el sistema nervioso cerca del 90% de las sinapsis
excitadoras ocurren en las espinas dendriticas (Nimchinsky et al., 2002). Canénicamente
las espinas dendriticas estdn compuestas de una cabeza (~1 um en didmetro) conectada
a la dendrita a través de un “cuello” (~ 0.2 um en didmetro) (Fig. 5), y pueden alcanzar

de 0.5 a varias micras de largo (Yuste and Bonhoeffer, 2001).

Durante el desarrollo, las dendritas son las primeras en formarse, seguidas de
protrusiones alargadas denominadas filopodios, los cuales durante la sinaptogénesis
forman sinapsis con axones aledafios (Ziv and Smith, 1996). Los filopodios son altamente
flexibles se extienden y se contraen formando sinapsis en el “shaft" (termino que hace
referencia a una regién dendritica de mayor volumen sin llegar a formar una protrusién y

con la capacidad de tener una sinapsis) de las dendritas o convirtiéndose en protrusiones
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tipo espinas que pueden desarrollarse en espinas funcionales (Dailey and Smith, 1996,
Fiala et al., 1998). Durante la etapa postnatal ocurre el fendmeno de la poda de espinas,
el cual elimina hasta 50% de las espinas formadas durante el neurodesarrollo (De Felipe
et al.,, 1997). Con el uso de técnicas de microscopia las espinas se han clasificado de
acuerdo a su morfologia en espinas tipo “stubby”, aquellas sin un cuello bien definido;
tipo hongo, aquellas con una cabeza grande y definida con un cuello delgado; espinas
delgadas, con cabezas pequeiias conectadas a la dendrita con un cuello delgado vy tipo

filopodia, espinas alargadas sin cabeza definida (Fig. 5) (Phillips and Pozzo-Miller, 2015).

\\ /,/\\ \f\'%oabeza , —> cabeza
\\\\ ([ \/ |
) I " s R S
filopodia stubby delgada hongo

Figura 5. Morfologia de las espinas dendriticas. Esquema de clasificacion basado en la morfologia de las
espinas dendriticas. Donde se representan cuello y cabeza. Modificado de Rochefort y Konnerth, 2012.

Actualmente se sabe que existe una correlacidn entre la respuesta sindptica y la
estructura de las espinas dendriticas, especificamente el cambio en el volumen. Cuando
espinas individuales son potenciadas o deprimidas a través de la fotdlisis de glutamato
enjaulado y monitoreadas in vitro con microscopio de excitacidon de dos fotones, se ha
reportado que existe una correlacién linear, es decir, un incremento en el volumen de la
espina responde a una potenciacién, mientras que una depresion promueve el
encogimiento de las espinas (Fig. 6) (Matsuzaki et al., 2004, Zhou et al., 2004, Harvey and

Svoboda, 2007, Ramiro-Cortes and Israely, 2013).
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Por otra parte, el sistema nervioso puede almacenar y procesar informacion
potenciando o deprimiendo las conexiones sindpticas entre neuronas de una manera
dependiente de la experiencia (Nabavi et al., 2014). La formacién y eliminacion de
sinapsis estd mediada por la plasticidad estructural (Holtmaat and Svoboda, 2009), asi
los circuitos neuronales modifican sus conexiones para incrementar la capacidad de
almacenamiento y formar nuevas memorias, ademas de mantener la homeostasis
sindptica, es decir, el balance en la excitabilidad de las neuronas dentro de un circuito

(Poirazi and Mel, 2001, Turrigiano, 2012).
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Figura 6. Potenciacion y depresidn sinaptica y sus correlatos estructurales. El panel superior ejemplifica
una espina dendritica individual que recibe un protocolo de LTP lo que promueve un aumento del
volumen. En el panel inferior se ejemplifica una espina dendritica individual que recibe un protocolo de
LTD lo que induce una disminucién en el volumen de la espina. En ambos casos se ejemplifican procesos
de largo plazo dependientes de sintesis proteica (Zhou et al., 2004, Govindarajan et al., 2011).
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1.7. Desordenes del neurodesarrollo asociados al espectro autista

Es de particular importancia el estudio de los cambios estructurales en las espinas
dendriticas en respuesta a la actividad sindptica, debido a que en diversos trastornos
neuroldgicos las deficiencias cognitivas estdn asociadas con alteraciones sustanciales en
la morfologia de las espinas dendriticas y la respuesta sindptica (Fig. 7) (Kaufmann and
Moser, 2000, Penzes et al., 2011, Phillips and Pozzo-Miller, 2015). Por ejemplo, estudios
post mdrtem en pacientes con sindrome X fragil , la forma mas comun de retraso mental
heredada en humanos, muestran que las espinas dendriticas presentan una morfologia
anormal con aspecto inmaduro y alta densidad (Irwin et al., 2001). En el modelo murino
de este sindrome (Fmr1-KO) se reportd un incremento en la sensibilidad a LTD mediado
por receptores metabotropicos (mGIuR) y espinas con morfologia anormal, ademas de

un incremento en la sintesis proteica.

Dentro de otros desdrdenes del neurodesarrollo donde se han reportado
alteraciones en las espinas dendriticas estan el sindrome de Down, sindrome de
Angelman, el sindrome de Rett, entre otros (Fig. 7). Por ejemplo, en el sindrome de
Down, causado por la presencia de una copia extra del cromosoma 21, se presenta
nimero de espinas normal en fetos de humano, sin embargo, a los cuatro meses de
edad este numero disminuye en la neocorteza (Takashima et al., 1981, Takashima et al.,
1989), lo cual sugiere que la disminucidon de espinas puede ser el resultado de una
maduracién alterada donde la poda sinaptica es excesiva (Benavides-Piccione et al.,
2004). El sindrome de Angelman es causado por una deleciéon del cromosoma 15,
especificamente del gen UBe3a, el cual esta involucrado en la regulacidn epigenética de
neuronas (Rougeulle et al., 1998, Runte et al., 2001, Landers et al., 2004). En modelos
animales genéticos de este sindrome se observan deficiencias en LTP y un aumento de
LTD mediado por mGIuR (Weeber et al., 2003, van Woerden et al., 2007). Lo que

correlaciona con una menor densidad de espinas asi como espinas mas cortas.
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Estos reportes han llevado a acufiar el término “sinaptopatias”, refiriéndose a
desdérdenes causados predominantemente por mutaciones en genes asociados con la

estructura y funcién sindptica (Zoghbi and Bear, 2012).

Esclerosis tuberosa Sindrome X fragil

Sindrome de Rett

Densisdad de espinas dendriticas

Sindrome de Angelman Sindrome de Down

espinogénesis poda estabilidad

desarrollo neuronal

Figura 7. Caracterizacion de espinas dendriticas en desérdenes del neurodesarrollo. Densidad de espinas
dendriticas durante las etapas del desarrollo. En gris se observa la curva de desarrollo de un individuo
normal, en donde hay un aumento en el numero de espinas y sinapsis al inicio, que posteriormente
disminuye durante el proceso de la poda sindptica y posteriormente se mantiene constante. A su vez
presentan una disminucién de espinas tipo filopodia en la etapa de mantenimiento y la presencia de
espinas tipo hongo, delgadas y “stubby”. En colores observamos los distintos sindromes que presentan
alteraciones en el neurodesarrollo asi como en la morfologia de las espinas. Modificado de Phillips y Pozzo-
Miller, 2015.

Un ejemplo de sinaptopatia es el sindrome de espectro autista Phelan-McDermid,
caracterizado por severa hipotonia en neonatos (disminucién del tono muscular), retraso
o no desarrollo del habla, deficiencias en el aprendizaje, y las caracteristicas del espectro
autista, que son contacto visual pobre, movimientos estereotipados y problemas de
socializacion (Phelan and McDermid, 2012). Este sindrome es causado la delecién del
gen Shank3 en el cromosoma 22, en el brazo q13 (Wilson et al., 2003). El tamafio de las

deleciones en este sindrome es muy variable, puede ir de 0.1 a 10 Mb (Wilson et al.,
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2003, Dhar et al., 2010). La delecion puede incluir los genes ARSA, que codifica una
proteina que hidroliza al sulfato de cerebrésido. También incluye a ACR, que codifica
para una proteasa de serina en el cromosoma del espermatozoide, y RABL2B, un
miembro de las RAS GTPasas que cuenta con un gen paralogo en el cromosoma 2q13
(Wong et al., 1999, Costales and Kolevzon, 2015). Sin embargo, el comin denominador

en todos lo casos reportados es la haploinsuficiencia del gen Shank3 (Fig. 8).

cromosoma 22

ARSA SHANK3 ACR RABL2B telémero

% -

l
I 50 kb L

Figura 8. Esquema del cromosoma 22 y delecién de Shank3. La delecién puede incluir los genes ARSA,
ACR, RABL2B SHANK3 y el telémero. Modificado de Costales y Kolevzon, 2015.

1.8. SHANK3

SHANK3 es una proteina de anclaje de la densidad postsindptica de neuronas
glutamatérgicas (Lim et al., 1999, Jiang and Ehlers, 2013). Estructuralmente cuenta con
cinco dominios de interaccién a proteinas, el primer dominio es una regiéon de seis
repeticiones de anquirina, motivo proteico de 33 residuos de aminoacidos en alfa
hélices, la cual interactia con la proteina de densidad postsindptica SHARPIN y con el
citoesqueleto a través de la proteina a—fodrina. El segundo dominio es la region SH3
(por sus siglas en inglés:Src homology 3) que interactia con la proteina GRIP y con

canales de calcio dependientes de voltaje. El dominio PDZ, que interactia de manera
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directa con los receptores AMPA y con las proteinas SAPAP1 (por sus siglas en inglés:
SAP90/PSD95- associated protein 1”), que a su vez interactian con los receptores
NMDA. El cuarto dominio es una regidn rica en prolina, donde 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 localizacion de SHANK3 a la densidad

postsindptica (Fig. 9) (Tu et al., 1999, Jiang and Ehlers, 2013, Monteiro and Feng, 2017).

AMPA NMDA
Cav1.3

) ro
a-fodrina —

SHANK3

Figura 9. Esquema de la proteina SHANK3. El esquema ilustra a la proteina SHANK3 (gris) con sus
respectivos dominios de unidén a proteinas, repeticiones de anquirina (ANK), SH3, PDZ, regién 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 Jiang y Elhers, 2013.

Se ha demostrado en modelos genéticos que la delecion total de Shank3
desencadena una disminucion de la actividad espontdnea, reduccién en la potenciacion
sindptica de largo plazo, menor nimero de sinapsis glutamatérgicas y disminucién de
densidad de espinas. A nivel molecular se ha reportado una disminucién de la expresion
de los receptores NMDA y receptores AMPA, disminucion en las proteinas de densidad
postsindptica como Homer, PSD-93, PSD-95 y SAPAP3 (Bozdagi et al., 2010, Peca et al.,
2011, Wang et al., 2011, Kouser et al., 2013, Wang et al., 2016, Zhou et al., 2016).
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A partir de estudios en pacientes, se han desarrollado modelos animales del
sindrome Phelan-McDermid, replicando condiciones similares a las detectadas en
humanos, ratones deficientes en la proteina SHANK3 (heterocigotos) presentan
alteraciones en el tamafio de la densidad postsindptica, alteraciones conductuales, como
deficiencias en interaccidon social, vocalizaciones anormales, comportamientos

repetitivos (Bozdagi et al., 2010, Peca et al., 2011).

2. Planteamiento del problema

Sabemos que la proteina SHANK3 se une directa e indirectamente a los receptores
glutamatérgicos (mGIuR y NMDA) involucrados en la plasticidad sindptica. Sin embargo,
aun se desconoce como la disminucién de la proteina SHANK3, provocada por la
haplionsuficiencia del gen Shank3, modifica la plasticidad sinaptica y estructural en el
autismo. Lo cual podria explicar las alteraciones en la actividad neuronal observadas en
pacientes autistas, donde se ha reportado un incremento en la actividad neuronal o
ausencia de actividad en ciertas dreas corticales (Samson et al.,, 2012, Hahamy et al.,
2015). Por lo tanto, en este proyecto nos plantemos evaluar la plasticidad sindptica y sus
cambios morfoldgicos en espinas dendriticas individuales en nuestro modelo de autismo,

en respuesta a la depresién sindptica mediada por receptores mGlu o NMDA.

3. Hipodtesis

Si la proteina SHANK3 interactua con los receptores glutamatérgicos, en nuestro modelo
de autismo (ratones SHANK3+/'), la haploinsuficiencia de Shank3 promoverd una
alteracion de la respuesta sinaptica, especificamente la depresién sindptica y sus

correlatos estructurales mediados por los receptores NMDA y mGlu.
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4. Justificacion

Cuando ocurre una desregulacion de la expresidn de proteinas implicadas en la
respuesta sindptica, como la mutacién de la proteina SHANK3, se promueve un
desequilibrio tanto en la respuesta sindptica como en la estructura de los circuitos
neuronales, lo cual se sugiere puede ser la causa de los fenotipos neuroldgicos en los
sindromes de espectro autista o de retraso mental. En este modelo de autismo donde
sabemos que la proteina SHANK3 regula indirectamente a los dos principales receptores
a glutamato activados durante la respuesta sindptica (mGIuR y NMDA), podremos
dilucidar y disectar el papel de cada uno de los receptores en la plasticidad sindptica. En
condiciones fisiolégicas las neuronas reciben entradas que potencian o deprimen su
actividad sindptica, y estas entradas a su vez activan receptores tipo mGIuR y/o NMDA
en una misma region dendritica en la misma ventana de tiempo. De aqui la importancia
de dilucidar el papel y la interaccidon de este tipo de receptores durante la respuesta
sindptica y sus correlatos estructurales, para conocer de qué manera afectan la

plasticidad sindptica en condiciones normales y en una condicién neuroldgica.
5. Objetivo General

Determinar si en el modelo genético de autismo (ratones SHANK3+/') se altera la
depresidn sindptica mediada por receptores NMDA o mGIuR, y si esta alteracién en la
respuesta sinaptica promueve alteraciones moleculares y morfoldgicas de las espinas

dendriticas en neuronas del hipocampo.
5.1. Objetivos particulares

1. Evaluar si hay alteraciones morfoldgicas en las espinas dendriticas de la

region CA1 del hipocampo de ratones heterocigotos (SHANK3+/').

2. Determinar los niveles de expresién de los receptores mGluR y de las
subunidades GIuN2A y GIuN2B en neuronas de ratones heterocigotos (SHANK3+/") y
silvestres (SHANK3™*).

24



3. Evaluar la depresidn sindptica (LTD) en espinas dendriticas individuales
mediada por receptores NMDA y mGIuR en ratones heterocigotos (SHANK3+/') y
silvestres (SHANK3+/+) a través de la foto-activacion de glutamato enjaulado con

microscopia de excitacién de dos fotones.

4, Evaluar los cambios estructurales en respuesta a la LTD inducida por
mGIuR y NMDA en espinas dendriticas estimuladas y espinas dendriticas vecinas en

ratones heterocigotos (SHANK3*") y silvestres (SHANK3*").

6. Metodologia

Para desarrollar los objetivos planteados en este proyecto se utilizé como modelo de

+/+

estudio cultivos organotipicos de hipocampo de ratones silvestres (SHANK3™") y ratones
heterocigotos (SHANK3+/"), estos Ultimos como modelo genético de autismo. En esta

preparacion se realizaron todos los experimentos planteados (Fig. 12).

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM
(protocolo no. YRC20-14).

6.1 Cultivos organotipicos de rebanadas de hipocampo. Se obtuvieron
rebanadas transversales de hipocampo de ratones postnatales de 7 a 10 dias de ambos
genotipos Shank3** y SHANK3"" de 350 um de grosor. Se mantuvieron en medio de
cultivo MEM 1X (Invitrogen) suplementado con suero de caballo inactivado 20%,
GlutaMAX 1mM (Invitrogen), D-glucosa 27 mM, HEPES 30 mM, NaHCO3; 6 mM, CaCl,
1mM, MgCl, 1mM, acido ascérbico 25% e insulina 10 mg/ml, pH 7.3 y una osmolaridad
de 300-310 mOsm (Govindarajan et al., 2011). Los cultivos se mantuvieron a 37° C a una
atmosfera saturada de vapor de agua con O; 95% y CO, 5% de 8 a 12 dias, cambiando el

medio cada dos dias.
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6.2. Clasificacion y cuantificacion de espinas dendriticas. Derivados de cultivos
organotipicos, se adquirieron mapas de neuronas piramidales positivas a GFP con
microscopia de excitacion de dos fotones. Se tomaron regiones de interés (ROls) de
30x30 wum con proyecciones en Z con intervalos de 0.5 um. Se utilizé un objetivo W-
Apochromat 63x, de inmersion de agua, 1.0 AN, 2.4 mm distancia de trabajo, 910 nm
para excitar GFP, filtro de 500-550 para la emisidn, a una resoluciéon de 1024 x 1204
pixeles. Se tomaron tres ROIs en cada region del arbol dendritico (dendritas basales,

apicales y del “tuft”).

Las espinas se clasificaron morfolégicamente en cuatro tipos de acuerdo a la
literatura (Rochefort and Konnerth, 2012), tipo hongo, espinas con cabeza ancha y un
cuello bien definido; tipo stubby, espinas sin cuello anchas y de poca longitud; tipo
delgadas, espinas alargadas con cuello definido y cabeza definida; tipo filopodia, espinas
alargadas y sin cabeza definida (Fig. 5). Finalmente, de las imagenes obtenidas se
cuantificaron de una a tres dendritas con una longitud de 20 a 30 um cada una. A través
del programa Neuronstudio (software gratuito) se realizé la clasificacién y cuantificacion

de espinas manualmente.

6.3 Transfeccion balistica. Los cultivos organotipicos se transfectaron usando el
método balistico Helios gene gun (Bio-Rad). El principio basico de esta técnica es cubrir
particulas de oro de 1.6 um didmetro (Bio-Rad) con ADN [100 ug], en este caso, de
reporteros fluorescentes como la proteina verde fluorescente (GFP) (Momose et al.,
1999). Estas particulas de oro cubiertas de ADN (denominadas bullets) son introducidas
directamente a la rebanada utilizando helio a una presién de 180-200 psi. La transfeccion
se realizd después de 3-5 dias in vitro, los experimentos son realizados de 2-4 dias
posteriores. La transfeccién es aleatoria, por lo tanto se transfectan neuronas
piramidales, interneuronas o astrocitos. La tasa de transfeccidn dptima es alrededor de
20 células positivas por rebanada, esta tasa baja es éptima para nuestros experimentos,

puesto que es necesario tener pocas y separadas células positivas para ubicar el arbol
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dendritico y obtener imagenes de las espinas dendriticas sin interferencia de fondo

inespecifico u otras células (Fig. 10).

Protocolo para preparar los cartuchos con ADN acoplado a particulas de oro: Se
usaron volumenes iguales de espermidina, ADN y CaCl,. Se mezclé la espermidina
(poliamina que une y precipita ADN) con las particulas de oro (10 mg), posteriormente se
adicionaron y mezclaron el ADN (100 ug) y finalmente para precipitar el complejo del
oro, ADN y espermidina se adiciond CaCl, 1 mM y se incubd por 10 min a temperatura
ambiente. Cuando precipitd el complejo, se lavd tres veces con EtOH 100%. Después se
centrifugé y desechd el sobrenadante. El pellet se resuspendid en una solucién de
polivinilpirrolidona 1X (PVP), esta solucién se inyecté en un tubo Tefzel, que esta
colocado en la estacion de preparaciéon de tubo (Bio-Rad), el cual ha sido secado
previamente con nitrogeno 0.2-0.3 psi, posteriormente se esperd un minuto a que el
complejo ADN-oro precipite en la base del tubo y se extrae el sobrenadante. Finalmente
el tubo se roto 360° continuamente pasando nitrégeno a 0.2-0.3 psi a través del tubo
para secar el complejo ADN-oro. Se removid el tubo de la estaciéon y se cortaron en
pequenos cartuchos, se almacenaron con un disecador a 4 °C. De esta forma estuvieron
listos para introducirse en el Gene gun y ser disparados a las células utilizando la presién

del helio.

6.4 Imagenes de espinas dendriticas con microscopia de excitacion de dos
fotones. Se obtuvieron imagenes de espinas dendriticas con microscopio de excitacién
de dos fotones utilizando un sistema de escaneo basado en galvanémetros (Zeiss LSM-
710 multi-fotén), usando un laser Ti:Saphire, Coherent Ultrall controlado por el software
de Zen black (Zeiss). Las rebanadas se perfundieron con ACSF oxigenado que contenia
NaCl 127 mM, KCI 2.5 mM, NaHCO3; 25 mM, NaH;P0O4 1.25 mM, D-glucosa 25 mM, CaCl,
2mM y MgCl, 1 mM (equilibrada con O, 95% y CO, 5%) a temperatura ambiente a un
rango de perfusién de 1.5 ml/min. Las imagenes de dendritas secundarias o terciarias de
neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo se obtuvieron usando un objetivo

de inmersién en agua (W-Apochromat 63x, 1.0 NA, Zeiss), a una magnificacién de 6.5x.
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Las proyecciones en Z de las dendritas (0.3 um por seccion) fueron colectadas cada 5 min

por alrededor de 4 h a una resolucion de 1024x1024 pixeles, excitacion de 910nm para

GFP, y emisiéon con un filtro 500-550 nm (Fig. 10).

d

Cultivos organotipicos de hipocampo

Hipocampo o corteza

Ratones p7-10 rebanadas 350um

——
transfeccién 6-8 DIV
con proteinas fluorescentes
il Helio Gene gun
Cultivos

organotipicos

b Microscopia de dos fotones

Proyecciones en Z

Cultivos organotipicos de hipocampo
transfectados GFP

neurona piramidal de CA1 dendrita secundaria
(1X) (10X)
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Figura 10. Cultivos
organotipicos y microscopia
de dos fotones. a) Cultivos
organotipicos de rebanadas
de hipocampo transfectados
a los 3-5 dias in vitro con GFP
con el sistema “Gene gun”
(ver metodologia). b)
Micrografia de  neurona
piramidal de la regién CAl
transfectada con GFP.
Imagenes de microscopia de
excitacion de dos fotones de
neuronas piramidales y de
una dendritica secundaria,
para visualizar y analizar el
volumen de las espinas, se
colectan proyecciones en Z
de las dendritas por un
periodo de  ~3h, con
intervalos de 5 min.
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6.5  Foto-activacion de glutamato enjaulado con microscopia de excitacion
de dos fotones. Los compuestos enjaulados son elementos sensibles a la luz, constan de
una biomolécula de interés unida a un grupo protector foto removible, esta interaccién
mantiene una conformacién inactiva de la biomolécula (Fig. 11). Cuando el compuesto es
iluminado el enlace entre ambos elementos se rompe, esto permite la liberacién de la
biomolécula, y por ende la posibilidad de que esta interactué y participe en un proceso

bioldgico (Pettit et al., 1997).

Un compuesto que nos permite estudiar la respuesta sindptica a través de la
activacidon de receptores glutamatérgicos a nivel de una sola espina dendritica, es el
glutamato enjaulado (MNI (4-4-metoxi-7-nitroindolinil)-glutamato). El glutamato es
liberado a través de pulsos de luz de 720 nm mediante microscopia de excitacidondos
fotones a una resolucién espacio-temporal similar a la activacién de terminales
presinapticas (70.4 um y “0.1 ms). Con este compuesto se puede inducir corrientes
mediadas por receptores AMPA con amplitudes que oscilan en el rango de las
corrientes excitatorias postsindpticas miniatura (Matsuzaki et al., 2001, Matsuzaki et
al., 2004). De esta menera, con el uso de conpuestos enjaulados y la micrsocopia de
excitacidon de dos fotones, se han disefiado protocolos de pulsos de luz infrarroja para
inducir potenciacidén o depresion sinaptica en espinas dendriticas individuales y registrar
la respuesta electrica y los cambios estructurales (Fig. 11) (Matsuzaki et al., 2004, Harvey

and Svoboda, 2007).

6.5.1 Induccion de mGIuR-LTD con glutamato enjaulado en una sola espina. La
induccion de mGIuR-LTD en una sola espina, mimetiza el protocolo convencional de
pulsos-pareados a baja frecuencia (PP-LFS: 900 pulsos pareados, 15 min, 1Hz), se ajusté
el protocolo para la foto-activaciéon de glutamato enjaulado en una sola espina a través
de microscopia de excitacion de dos fotones. El protocolo de estimulacién consiste en
pulsos-pareados a baja frecuencia (uPP-LFS): 90 pulsos (intervalos 50 ms entre pulsos),

0.1 Hz, durante 15 min, ~15 mW poder de laser (720 nm), MNI-caged-L-glutamate 2.5
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mM (Tocris, 1490).La liberacién de glutamato se realizé6 a ~0.5 um del centro de la

espina, en direccién contraria a la dendrita (Fig. 11).

Para los experimentos en presencia de antagonistas del grupo | de mGluR, las
rebanadas se perfundieron con ACSF (previamente descrito) en presencia de MPEP
(10uM) (Tocris, 1212) y LY 367385 (100uM) (Tocris, 1237) durante treinta minutos

previos a la estimulacién.

6.5.2 Induccion de NMDA-LTD con glutamato enjaulado en una sola espina. Para
la induccién de NMDA-LTD en una sola espina, se diseiid un protocolo nuevo basado en
el protocolo de pulsos eléctricos a baja frecuencia (LFS). Nuestro protocolo consiste en
estimular con pulsos de luz a baja frecuencia con microscopia de dos fotones uLFS: 180
pulsos, 0.2 Hz, durante 15 min, ~ 15 mW poder de laser (720 nm), 2.5 mM MNI-caged-L-
glutamate. La liberacion de glutamato se realizé a ~ 0.5 um del centro de la espina, en

direccion contraria a la dendrita (Fig. 11).

Para los experimentos en presencia del antagonista del receptores NMDA, se
perfundié con ACSF (previamente descrito) en presencia de D-AP5 (50 uM) (Sigma,

A8054) durante todo el experimento.

a Glutamato enjaulado y foto-activacion b Liberacion de glutamato  Cambios estructurales c
mGIuR-LTD
720 nm e Ofms pares de pulsos de luz a baja frecuecia
OCH 0m; m
3 OCH,§ o0,
. . 720
fotoactivacion nm
N %o
+, 4 glutamato © © e o = s
\ |uzinfraroja HNco, enjaulado @ © 4 @@ °
N ® O 0 O NMDA-LTD
NOQ/{O NO M 1ms pulsos de luz a baja frecuecia
o ‘ H H H H H H H H H
©© ® o Fseq 15 min

Figura 11. Foto-activacion de glutamato enjaulado. a) Estructura del glutamato enjaulado (MNI-L-cage-
glutamate). b) foto-activacion del glutamato enjaulado con luz infrarroja (720nm), en espinas dendriticas
individuales por medio de microscopia de excitacién de dos fotones. c) Protocolos de induccién de mGIluR-
LTD y NMDA-LTD a través de pulsos de luz infrarroja.
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6.6 Inmunofluorescencias. Se obtuvieron rebanadas de 200 um de grosor de
ratones posnatales de 7-10 dias, se fijaron con paraformaldehido al 4% y se almacenaron
a 4°C hasta su uso. Las rebanadas fueron bloqueadas con suero de cabra 5% en PBS por
una hora a temperatura ambiente. Una vez bloqueadas se incubaron durante 12 horas a
4°C con anticuerpo anti-mGluR1 [1:100] o anti-mGIuR5 [1:150] (Alomone labs, AGC-006 y
AGC-007 respectivamente), anti-GIuN2A [1:100] o anti-GIuN2B [1:150] (Alomone labs,
AGC-002 y AGC-003). Posteriormente se incubé durante dos horas con el anticuerpo
secundario anti-rabbit Alexa 488 [1:500] (Invitrogen, A11034), diluido en PBS con suero
de cabra al 5%. Las rebanadas finalmente se montaron con Vecta Shield (Vector
Laboratories) y se adquirieron imagenes en microscopio confocal LSM 710 (Zeiss), con un
objetivo 63x, inmersidon de agua, 1.0 AN, 2.4 mm distancia de trabajo, laseres 488nm,

594 nm, utilizando 1.0 Airy unit, a 1024 x 1024 pixeles.

6.7 Andlisis de volumen en espinas dendriticas. El volumen de las espinas se
determind con un plugin SpineS de MatLab (Erdil et al., 2012; Ghani et al., 2017), el cual
usa una deteccidn semi-automatizada, con una alineacidon automatica y segmentacion de
la cabeza de las espinas. De esta forma el volumen de las espinas fue calculado sumando
la intensidad de la fluorescencia, y normalizando a la intensidad de fluorescencia de la
dendrita parental, esto para ajustar los niveles de fluorescencia dentro de la neurona.
Para todos los experimentos se analizaron las espinas estimuladas y las espinas
contiguas, entre 6-12 para cada experimento. La normalizacidon del volumen de las

espinas se determind usando la media de los tiempos basales.

6.8 Estadistica. Los datos se expresaron como media t error estandar de la
media. Se utilizaron los siguientes andlisis estadisticos: Prueba Mann-Whitney, Kurskall-
wallis, analisis de varianza, post hoc Tuckey y Dunns’s. Valor de p < 0.05 para considerar

estadisticamente significativo.
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a Imagenologia de espinas dendriticas en neruonas piramidales
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Figura 12. Diagrama del disefio experimental y nimero de experimentos. a) Imagenologia de espinas
dendriticas en neuronas piramidales b) Expresion de receptores NMDA y mGlu c¢) Experimentos de
liberacién de glutamato enjaulado.
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7. Resultados

7.1 Disminucidn en la densidad de espinas dendriticas en neuronas piramidales

de la regiéon CA1 del hipocampo de ratones SHANK3.

La estructura de las espinas dendriticas o su densidad se ve afectada en ciertos
desordenes del neurodesarrollo, debido a las alteraciones moleculares. Por lo tanto,
nosotros evaluamos la densidad de las espinas dendriticas y su morfologia para

determinar si la haploinsuficiencia de Shank3 tiene consecuencias estructurales.

Las neuronas fueron transfectadas balisticamente para expresar la proteina verde
fluorescente (GFP). Se realizaron imagenes de neuronas vivas de rebanadas de cultivos
organotipicos con microscopia de excitacion de dos fotones (LSM710 Zeiss). Se
adquirieron imagenes de proyecciones en Z de dendritas secundarias o terciarias de
neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo, en los estratos Stratum oriens y
Stratum pyramidale (dendritas basales), Stratum radiatum (dendritas apicales) y Stratum

lacunosum moleculare (dendritas del “tuft”) (Fig. 13).

Las espinas se clasificaron morfolégicamente en cuatro tipos de acuerdo a la
literatura de Rochefort y colaboradores (Rochefort and Konnerth, 2012), las cuales son el

tipo hongo, tipo stubby, delgadas y filopodia (Fig. 5).

Sabiendo que las neuronas de la region CA1 del hipocampo son inervadas por
diferentes regiones, realizamos una cuantificaciéon de la densidad de espinas basada en
los diferentes estratos del arbol dendritico. De estos datos observamos que la region del

tuft tiene menor densidad de espinas en neuronas de ratones heterocigotos (SHANK3+/')

+/+

en comparacion con las neuronas de ratones silvestres (SHANK3™"). Por otro lado, en la
region basal y apical parece haber una tendencia a la baja en la densidad, sin embargo

no fue significativo (Fig. 14a).
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Figura 13. Esquema de los diferentes
Arbol dendritico de neurona piramidal CA1 estratos del arbol dendritico de una
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Respecto a la clasificacién morfolégica de las espinas, encontramos que hay una
disminucion en el nimero de espinas tipo delgada y tipo “stubby” en ratones
heterocigotos en comparacién con las neuronas de ratones silvestres. Las espinas de tipo
hongo y filopodia presentaron una tendencia a la baja; sin embargo no fueron

significativamente diferentes a las neuronas de ratones silvestres (Fig. 14b).
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Figura 14. La haploinsuficiencia de SHANK3 disminuye las densidad de espinas en la region del tuft y
diminuye las espinas tipo stubby y delgadas en neuronas piramidales. a) Cuantificacion de espinas
dendriticas por estrato del arbol dendritico. b) Cuantificaciéon de las espinas dendriticas por categoria
morfoldgica: tipo hongo, tipo “stubby”, tipo delgada y tipo filopodia, en neuronas piramidales de CAl1. n=5
(SHANK3"*), n=9 (SAHNK3*"). Las barras representan la mediat E.S * P< 0.05, ***P=0.001.

Ademads, cuantificamos la densidad de las espinas basado en la morfologia y el
estrato del arbol dendritico. Al respecto, encontramos que no hay diferencia significativa

entre ambos genotipos (Fig. 15).
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Figura 15. Cuantificacion de espinas dendriticas por morfologia en cada uno de los estratos de neuronas
piramidales de ratones SHANK3 no presentan cambios. Cuantificacion de espinas dendriticas por
morfologia en dendritas apicales, dendritas basales y dendritas del tuft. n=5 (SHANK3**), n=9 (SAHNK3").
Las barras representan la mediazt E.S.

35



Finalmente, cuantificamos el numero de espinas totales por genotipo.
Observamos que la densidad total de espinas dendriticas en neuronas de ratones
hetrerocigotos es menor respecto a ratones silvestres (Fig. 16). Estos datos muestran
gue la haploinsuficiencia de Shank3 disminuye la densidad de espinas dendriticas en la

region de CA1, especificamente espinas tipo stubby y delgadas.
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7.2. Expresion de los receptores mGluRs en neuronas de ratones SHANKS3.

Como se menciond en la introduccién, la proteina SHANK3 tiene dominios de unidn a
receptores glutamatérgicos, como mGlu y NMDA. Conociendo la importancia de estos
receptores en la respuesta sindptica, nosotros evaluamos la expresidn de estos

receptores para determinar si la haploinsuficiencia de Shank3 altera su expresion.

Para evaluar la expresién del grupo | de los receptores metabotrdpicos, se

realizaron ensayos de inmunofluorescencia para los receptores mGluR1 y mGIuR5. Se
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obtuvieron imagenes confocales en la regién CA1l del hipocampo de rebanadas de
cultivos organotipicos. El analisis se realizd convirtiendo las imdgenes de confocal a
imagenes binarias a través del software Image J, las imagenes obtenidas se analizaron

mediante la funcion “detector de puntos” del programa Icy (de Chaumont et al., 2012).
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Figura 17. La haploinsuficiencia de SHANK3 no altera la expresion de mGIuR1. a, b) Micrografia confocal
de un ROI de la region CA1 del hipocampo positiva para mGIuR1 (verde) y DAPI (magenta) de rebanada de
hipocampo de ratones silvestres (SHANK3"*) y ratones heterocigotos (SHANK3"") respectivamente. c)
Cuantificacién de la expresion de los receptores mGIuR1. n=5 (SHANK3"*), n=8 (SAHNK3""). Las barras
representan la media £ E.S.

Nuestros resultados muestran que la expresion del receptor mGIluR1 y mGIuR5 no
se ven alteradas en neuronas de ratones heterocigotos con respecto a las neuronas de

ratones silvestres (Fig. 17, 18)

Estos datos muestran que la ausencia de la proteina SHANK3 no altera la
expresion de los receptores metabotrépicos de glutamato del grupo | en la regidén de

CA1 del hipocampo en neuronas piramidales.
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Figura 18. La haploinsuficiencia de SHANK3 no altera la expresion de mGIuR5. a, b )Micrografia confocal
de un ROI de la region CA1 del hipocampo positiva para mGIuR1 (verde) y DAPI (magenta) de rebanada de
hipocampo de ratones silvestres (SAHNK3"*) y ratones haploinsuficientes(SHANK3") respectivamente. c)
Cuantificacién de los receptores mGIuRS en CA1. n=5 (SHANK3"*), n=6 (SAHNK3"). Las barras representan
la media £ E.S.

7.3 Expresion de las subunidades GIuN2A y GIuN2B de los receptores NMDA en

neuronas de ratones SHANKS3.

Se evalud de la expresion de las subunidades GIuN2Ay GIuN2B de los receptores
NMDA a través de inmunofluorescencias. El andlisis se realizé convirtiendo las imagenes
de confocal a imagenes binarias a través del software Image J, las imagenes obtenidas se
analizaron mediante la funcion “detector de puntos” del programa Icy (de Chaumont et
al., 2012). Nuestros resultados muestran que la expresion de la subunidad GIuN2A no se
ve alterada en neuronas de ratones heterocigotos en comparacién a ratones silvestres

(Fig. 19).
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Figura 19. En neuronas de ratones SHANK3 no existen cambios en la expresion de de la subunidad
GIuN2A. a, b) Micrografia confocal de un ROI de la region CA1 del hipocampo positiva para GIuN2A (cian) y
DAPI (magenta) de rebanada de hipocampo de ratones silvestres (SAHNK3+/+) y ratones heterocigotos
(SHANK3+/_) respectivamente. C) Cuantificacion de la subunidad GIuN2A en CAl. n=4 (SHANK3+/+), n=8
(SAHNK3+/_). Las barras representan la mediaz E.S.

Ademads cuantificamos la expresidn de la subunidad GIuUN2B e interesantemente
observamos que la expresion de esta subunidad se encuentra aumentada en neuronas
de ratones heterocigotos en comparacién de los ratones silvestres (Fig. 20). Estos datos
muestran que la ausencia de la proteina SHANK3 altera la expresiéon de las subunidad

GluN2B en la region de CA1 del hipocampo en neuronas piramidales.
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Figura 20. En neuronas de ratones SHANK3 presentan una disminucién en la expresion de de la
subunidad GIuN2B. a, b)Micrografia confocal de un ROI de la regiéon CA1 del hipocampo positiva para
GIuN2B (cian) y DAPI (magenta) de rebanada de hipocampo de ratones silvestres (SAHNK3+/+) y ratones
haploinsuficientes(SHANK3+/_) respectivamente. c) Cuantificacion de la subunidad GIuN2B en CAl.n=6
(SHANK3+/+), n=4 (SAHNK3+/'). Las barras representan la mediat E.S.,** P<0.01.
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7.4 Induccidon de mGIuR-LTD en espinas dendriticas individuales mediante foto-

activacion de glutamato enjaulado.

Se sabe que la haploinsuficiencia de Shank3 altera la LTP, pero no la LTD (Bozdagi et al.,
2010). Sin embargo, estos estudios se realizaron con estimulaciones eléctricas
poblacionales, que no reflejan la respuesta de las sinapsis individuales, las cuales
sabemos son compartimentos eléctricos y computacionales que individualmente
participan en la integracion sindptica, y se modifican en respuesta a la actividad y el

aprendizaje (Poirazi and Mel, 2001, Losonczy et al., 2008, Roberts et al., 2010).

Por lo tanto, nosotros evaluamos la depresidn sindptica de largo plazo (LTD) en
espinas individuales mediada por receptores metabotrépicos de glutamato. Utilizamos el
protocolo de pares de pulsos de luz a baja frecuencia (descrito en la Metodologia)

(Ramiro-Cortes, en proceso) para la liberacién de glutamato enjaulado en espinas
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individuales. Determinamos que las espinas estimuladas de ratones heterocigotos no
disminuyen su volumen en respuesta a LTD mediado por receptores mGlu, como ocurre
en espinas de ratones silvestres, las cuales disminuyen su volumen en respuesta a
MGIuR-LTD. Por el contrario, aumentan su volumen, sugiriendo una respuesta
potenciada. Para ambos genotipos las espinas controles, que no recibieron estimulacién

no presentan cambios significativos en el volumen (Fig.21).
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Figura 21. La induccion de mGIuR-LTD en espinas dendriticas individuales en ratones SHNAK3 induce
potenciacion sinaptica. a,b) Izquierda, proyecciones en Z de imagenes con microscopia de excitacion de
dos fotones de dendritas y de espinas de ratones silvestres (SHANK3"") y ratones heterocigotos (SHANK3*"
). Las flechas blancas indican las espinas estimuladas con el protocolo uPP-LFS, las flechas vacias muestran
las espinas no estimuladas. ¢) Curso temporal del cambio en el volumen de espinas estimuladas y espinas
no estimuladas. d) Cuantificacion del volumen durante los primeros 30 minutos y en los ultimos 30
minutos posteriores a la estimulacién. n=4 (SHANK3"*), n=7 (SAHNK3"). Las barras representan la media+
E.S., * P<0.05 *** P<0.001.

41



7.5 Especificidad del protocolo para mGIuR-LTD.

Con la finalidad de corroborar la especificidad del protocolo de induccién de mGIuR-LTD,
se realizaron experimentos de estimulacion en presencia de los antagonistas de
receptores metabotrépicos de glutamato 1y 5 (LY367385 y MPEP respectivamente) en
neuronas de ratones silvestres. Nuestros resultados muestran que al estimular una
espina con el protocolo mGIuR-LTD en presencia de los antagonistas, no se observé una
disminucion en el volumen de la espina, como ocurre en ausencia de los antagonistas.
Esto confirma que el protocolo mGIuR-LTD es especifico. Las espinas controles no

presentan cambios significativos en el volumen (Fig.22).
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Figura 22. El protocolo de pares de pulsos de luz a baja frecuencia induce LTD dependiente de receptores
mGlu. a) Proyecciones en Z de imagenes con microscopia de excitacion de dos fotones de dendritas, y de
una espina representativa estimulada de ratones silvestres (SHANK3+/+). La flecha blanca indica la espina
estimulada con el protocolo mGIuR-LTD flechas vacias muestran las espinas que no fueron estimuladas. b)
Curso temporal del cambio en el volumen de espinas estimuladas y espinas no estimuladas (panel
izquierdo), cuantificacién del volumen durante los primeros 30 minutos y en los ultimos 30 minutos
posteriores a la estimulacién (panel derecho). n=4 (SHANK3+/+). Las barras representan la mediat E.S.
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7.6 Induccion de NMDA-LTD en espinas dendriticas individuales mediante foto-

activacion de glutamato enjaulado.

Para la induccién de LTD mediado por receptores NMDA, disefiamos un nuevo protocolo
de estimulacién basado en el protocolo de estimulacidn eléctrica, pero adaptado para la
liberacién de glutamato enjaulado mediante microscopia de dos fotones basado en otros
protocolos (Holbro et al.,, 2009). Interesantemente, observamos que las espinas
estimuladas de ratones heterocigotos responden con una disminuciéon en su volumen,
similar a como ocurre en las espinas de ratones silvestres. Sin embargo, cabe hacer notar
gue las espinas de ratones heterocigotos presentan depresién de largo plazo, pues se
mantienen deprimidas durante las tres horas de registro, mientras que las espinas de
ratones silvestres regresan a su nivel basal pasadas dos horas posterior a la estimulacion,
considerando esta respuesta como LTD de corto plazo. Por otro lado, las espinas
controles que no recibieron estimulacidon, no presentaron cambios en su volumen
(Fig.23). Estos datos demuestran por primera vez, que la depresion sindptica mediada
por receptores NMDA es de largo plazo en espinas de ratones haploinsuficientes de

Shank3.
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Figura 23. La induccion de NMDA-LTD en espinas dendriticas individuales en ratones SHANK3 induce LTD
de largo plazo. a,b) Izquierda, proyecciones en Z de imagenes con microscopia de excitacion de dos
fotones de dendritas y de espinas estimuladas en ratones silvestres (SHANK3+/+) y ratones heterocigotos
(SHANK3+/‘). Las flechas blancas indican las espinas estimuladas con el protocolo ulLFS, las flechas vacias
muestran las espinas que no fueron estimuladas. c) Curso temporal del cambio en el volumen de espinas
estimuladas y espinas no estimuladas). d) Cuantificacién del volumen durante los primeros 30 minutos y
en los Gltimos 30 minutos posteriores a la estimulacién. n=5 (SHANK3"*), n=6 (SAHNK3"). Las barras
representan la mediat E.S., * P<0.05 *** P<0.001.

7.7 Especificidad del protocolo NMDA-LTD.

Para confirmar la especificidad de nuestro protocolo de induccién de NMDA-LTD se
realizaron experimentos de estimulaciéon en presencia del antagonista de receptores
NMDA (D-AP5) en neuronas de ratones silvestres. Encontramos que en presencia D-AP5,
no ocurre la disminucién en el volumen de las espinas estimuladas inducido con el
protocolo NMDA-LTD. Por lo tanto, estos datos sugieren que el protocolo usado para

inducir LTD mediado por NMDA es especifico (Fig. 24).

44



a silvestres (SHANK3**)

basal post uLFs estim no estim
©
(2]
©
=]
(2
(18
|
=]
-
[72]
(=}
(=3
4.0 -
b 2.8, ¢ estimulada 3.5 _ estimulada :
d o no estimulada — no estimulada
2.4 3.0 ¢
2.0 J
o ] _": 2.5 . .
e N
N 1.6 ®
- £
€ e
S 1.2- c
= 5
= ]
€
£ 0.8- 3
=
G 4 >
> 0.4-
D-AP5
0.0-—Iﬁ—/ / T T T T T T T T T T T T 0.0
-20 20 40 60 80 100 120

Basal A primeros 30° A ultimos 30’
tiempo (min)

Figura 24. El protocolo de pulsos de luz a baja frecuencias es dependiente de receptores NMDA. a)
Proyecciones en z de imagenes con microscopia de excitacién de dos fotones de dendritas y de una espina
representativa estimulada de ratones silvestres (SHANK3+/+). La flecha blanca indica la espina estimulada
con el protocolo ulLFS, las flechas vacias muestran las espinas que no fueron estimuladas. b) Curso
temporal del cambio en el volumen de espinas estimuladas y espinas no estimuladas (panel izquierdo),
cuantificacion del volumen durante los primeros 30 minutos y en los ultimos 30 minutos posteriores a la
estimulacién (panel derecho) n=4 (SHANK3+/+). Las barras representan la mediat E.S.

7.8 Variabilidad del volumen de las espinas control relativo a la distancia de la

espina estimulada.

Por otra parte considerando que la plasticidad sinaptica de largo plazo promueve la
sintesis proteica local, lo que a su vez promueve la interaccién entre espinas cercanas

dentro de un mismo dominio dendritico (Harvey and Svoboda, 2007, Govindarajan et al.,
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2011, Oh et al., 2015). Nosotros evaluamos la influencia de la respuesta sindptica en las
espinas control que no fueron estimuladas, con la finalidad de dilucidar el posible efecto
de la sintesis de proteinas inducida por la depresidn sinaptica en neuronas de ratones

SHANKS3.

Por consiguiente, analizamos la dindmica del cambio en el volumen de las
espinas control relativo a la espina estimulada, categorizandolas en espinas cercanas (0-

10 um) y lejanas (10-20 um) durante dos horas posteriores a la estimulacion.

Al respecto, observamos que tanto las espinas de ratones silvestres como
heterocigotos incrementan su variabilidad en el volumen posterior a la estimulacién con
mMGIuR-LTD (Fig. 25a,b). Ademads las espinas cercanas de ratones heterocigotos tienen
una tendencia al incrementar su coeficiente de variacidon respecto a los silvestres, sin
embargo no llega a ser significativo. Estos datos sugieren que la sintesis de proteinas que
ocurre con el protocolo de mGIuR-LTD influye volumen de las espinas cercanas (0-10um)

de la espina que fue estimulada en ambos genotipos (Fig. 25).
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Figura 25. Dinamica de espinas dendriticas en experimentos de mGIuR-LTD. a) esquema que representa
la posicion relativa de las espinas a partir de la espina estimulada. b,c) Diagrama de color que representa el
cambio en el volumen a lo largo del tiempo y a la distancia relativa a la espina estimulada en ratones
silvestres y ratones heterocigotos. Las flechas indican la posicion de las espinas estimuladas con el
protocolo mGIuR-LTD. d) Grafica de dispersion del volumen de las espinas no estimuladas respecto a la
distancia de la espina estimulada durante 120 minutos posteriores a la estimulacién. e) Coeficiente de
variacion del volumen de las espinas cercanas (0-10um) y lejanas (10-20um) respecto a la espina
estimulada. n=4 (SHANK3""), n=7 (SAHNK3""). Las barras representan la mediat E.S. **** P <0.0001 *
P<0.05.

Al igual que en mGIuR-LTD, evaluamos la influencia de la induccién de NMDA-LTD
en las espinas control que no fueron estimuladas. De manera muy interesante
observamos que sélo las espinas cercanas de ratones heterocigotos incrementan su

variacion respecto su basal y respecto a los ratones silvestres (Fig. 26).
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Figura 26. Dinamica de espinas dendriticas en experimentos de NMDA-LTD. a,b) Diagrama de color que
representa el cambio en el volumen a lo largo del tiempo y la distancia relativa a las espinas estimuladas
en ratones silvestres y heterocigotos. Las flechas indican la posicién de las espinas estimuladas con el
protocolo NMDA-LTD. c) Diagrama de dispersidn del volumen de las espinas no estimuladas respecto a la
distancia de la espina estimulada durante 120 minutos de experimento. d) Coeficiente de variacién del
volumen de las espinas cercanas (0-10um) y lejanas (10-20um) respecto a la espina estimulada .n=5
(SHANK3""), n=6 (SHANK3""). Las barras representan la mediaz E.S. * P<0.05.

Por otra parte, de nuestros datos determinamos que el protocolo de mGIuR-LTD
induce una respuesta de largo plazo, mientras que el protocolo de NMDA-LTD induce
una respuesta de corto plazo, esto sugiere la posible participacién de la sintesis proteica
en el protocolo de LTD mediadio por receptores mGlu. Por lo tanto, comparamos los
protocolos mGIuUR-LTD y NMDA-LTD en espinas de ratones silvestres, observamos un
aumento en la variabilidad de las espinas cercanas para el protocolo de mGIuR-LTD, en
comparacion al protocolo de NMDA (Fig. 27). Esto sugiere que la disponibilidad de
proteinas dentro de un dominio dendritico influye en la variabilidad de las espinas

cercanas en los procesos de largo plazo.

48



Coeficiente de variacion

30

25+

20

15+

10+

basal

— NMDA-LTD
| — mGIuR-LTD
l -|-
*
T
I
cercanas lejanas cercanas lejanas

post-estimulacion

Figura 27. Dinamica de espinas
dendriticas en experimentos de NMDA-
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P<0.05).
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8. Discusion

Se sabe que algunos trastornos de espectro autista son causados por alteraciones en el
neurodesarrollo, dichas alteraciones ocurren principalmente en genes involucrados en la
estructura y funcion sinaptica (Zoghbi and Bear, 2012). Sin embargo, aun se desconoce si
estas alteraciones estdan modificando la plasticidad sindptica y estructural. En el
presente trabajo, realizado en un modelo genético de autismo en ratones
haploinsuficientes del genShank3, observamos que existe una disminucién global en el
nimero de espinas en ratones heterdcigotos en comparacidon de ratones silvestres.
También identificamos que existe un aumento en la expresién de la subunidad GIuN2B
del receptor NMDA. Finalmente observamos que no ocurre la depresidn sindptica
mediada por los receptores mGluR, incluso se observa una potenciacién. Y que la
depresion mediada por los receptores NMDA es de largo plazo. Esto demuestra que la
haploinsuficiencia del gen Shank3 altera la plasticidad sindptica y sus correlatos

estructurales.

Una adecuada espinogénsis y morfogénesis de las dendritas juega un rol
fundamental en el establecimiento de los circuitos neuronales, por tal motivo ha sido de
gran interés el estudiar la morfologia de las neuronas en enfermedades del
neurodesarrollo (Forrest et al., 2018). En nuestro modelo de autismo observamos una
disminucion en la densidad de espinas dendriticas de neuronas piramidales. Esto
correlaciona con modelos knockout del gen Shank3 (Peca et al.,, 2011, Kouser et al.,
2013, Wang et al., 2016). Sin embargo, cabe recalcar que nuestro modelo presenta una
haploinsuficiencia, es decir, que cuenta con una copia funcional del gen. Esto podria
tener como resultado algin efecto compensatorio que impida tener efectos tan

drasticos como en los ratones knockout.

Las neuronas piramidales de la regiéon de CA1 del hipocampo cuentan con un
arbol dendritico dividido en tres regiones. Cada regidn recibe proyecciones diferentes,

en la regidn basal y del “tuft” se reciben entradas provenientes de la corteza entorrinal y
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la regidn apical recibe entradas directas del area CA3 del hipocampo (Andersen, 2007).
Se ha demostrado que la proporcién de sinapsis incremente en funcién a la distancia del
soma (Nicholson et al., 2006), y que el mayor nimero de entradas en las neuronas
piramidales de la region CA1 del hipocampo se da en las dendritas del “tuft” (Megias et
al.,, 2001). Partiendo de la premisa que la actividad puede modificar la estructura, se
cuantificd el nimero de espinas en cada regién del arbol dendritico, se observé que
Unicamente hay una disminucion en la densidad de espinas en la regién del tuft. Esto
podria sugerir que existe una disminucién en las entradas sindpticas provenientes de la
corteza entorrinal, se sabe que las entradas del “tuft” cumplen un papel modulador en la
excitabilidad dendritica y en la integracion sindptica (Spruston, 2008), lo cual podria

desembocar en una manera de integracion sindptica diferente en estos ratones.

Al analizar las espinas por su morfologia, observamos una disminucién en la
densidad de las espinas tipo stubby y tipo delgadas en los ratones heterocigotos en
comparacion con los ratones silvestres, ambos tipos de espina se han descrito como
espinas menos estables a través del tiempo y que cuentan con la capacidad de
convertirse en espinas tipo hongo y formar sinapsis maduras (Knott et al., 2006). Hay
gue recalcar que nuestra preparacidn son cultivos organotipicos de ratones postnatales,
es decir, que aun se encuentran en la etapa de maduracidn y poda de espinas
dendriticas. Nuestras cuantificaciones son el reflejo de un proceso de poda sindptica y
espinogénesis alterado; sin embargo nosotros desconocemos sin en etapas adultas estas
proporciones se mantienen. Por tal motivo se vuelve relevante hacer esta cuantificacidon
por morfologia en ratones adultos con el fin de observar si la disminucién de espinas por

estrato y morfologia repercute en etapa adulta.

Evaluamos la expresién de expresion de los receptores metabotrépicos de
glutamato (mGIuR1 y 5), pues SHANK3 tiene sitios de unién para receptores
glutamatérgicos, y se sabe que la haploinsuficiencia de este gen promueve una

disminucion en la expresion de receptores AMPA (Bozdagi et al., 2010), y en ratones
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knockout una disminucidn de la expresion de los receptores mGIuR 1y 5 (Kouser et al.,
2013, Zhou et al.,, 2016). Contrario a lo esperado, no encontramos diferencias en la
expresion de los receptores metabotrdpicos en ambos genotipos, lo que nos indica que

la haploinsuficiencia de Shank3 no es suficiente para alterar su expresién.

Respecto a la cuantificacidn de subunidades de los receptores NMDA observamos
gue GIuN2A no presenta cambios entre genotipos; sin embargo, cuando analizamos
GluN2B podemos apreciar un aumento en la expresién de esta subunidad. Como se
describidé previamente las propiedades de los receptores NMDA estdn determinadas por
la composicién de subunidades GIuN2 (Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004). Los receptores
NMDA presentan un intercambio de dichas subunidades en respuesta a la actividad y
durante el desarrollo. Siendo en este ultimo el intercambio de la subunidad GIUN2B por
GIuN2A (Sheng et al., 1994, Erreger et al., 2005). Durante el desarrollo los receptores
NMDA estan compuestos predominantemente por la subunidad GIUN2B, que se expresa
de manera constitutiva. Al respecto, nuestros datos muestran que la haploinsuficiencia
del gen Shank3 conlleva un aumento en la cantidad de la subunidad GIuN2B de
receptores NMDA expuestos en la membrana plasmatica. Esto puede deberse a la
alteracion del intercambio de subunidades GIuUN2A y GIuN2B que involucra un proceso
mediado principalmente por las proteinas SAP-102 y PSD-95, de la cual PSD-95 se acopla
directamente a la proteina SHANK3 (Beique et al., 2006, Dupuis et al., 2014).

A pesar del desarrollo de diferentes modelos animales de SHANK3, se desconoce
cémo es la respuesta sindptica y sus correlatos estructurales. Sélo se ha reportado que
en ratones heterocigotos SHANK3 la LTP esta disminuida, pero no se detectan cambios
en la depresion sinaptica con experimentos de estimulaciéon eléctrica de campo (Bozdagi
et al.,, 2010). Por lo tanto, en este proyecto realizamos experimentos funcionales
induciendo la depresion sindptica mediada por receptores metabotrépicos (mGIuR-LTD)
y NMDA (NMDA-LTD) en espinas dendriticas individuales de neuronas piramidales

hipocampales.
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Nuestros resultados muestran por primera vez que la depresidn sindptica
mediada por receptores mGlu, no se puede inducir en espinas de ratones heterocigotos
SHANK3, como ocurre en espinas de ratones silvestres de nuestra cepa y de otras cepas
(Holbro et al., 2009). De manera sorpresiva, observamos que el protocolo de induccién
de mMGIUR-LTD (uPP-LFS) promueve un incremento en el volumen de las espinas

estimuladas, lo que sugiere promueve una potenciacion.

Esta potenciacién puede ser el resultado del incremento en la expresién de la
subunidad GIuN2B del receptor NMDA, que observamos en ratones heterocigotos
SHANK3.Uno de los elementos mas importantes para facilitar la LTP es la composicién de
los receptores NMDA, la subunidad GIuN2B facilita la induccion de LTP debido a que
tiene una cinética de apertura mayor en comparacién de la subunidad GIuN2A, lo que se
traduce en mayor entrada de calcio (Gardoni et al., 2009). Al respecto, se sabe que para
la induccidon de la potenciacién sindptica es necesaria una concentracién elevada de
calcio, mientras que para la depresidn sinaptica se requiere una menor concentracién de
calcio (Kopp et al., 2006, Yashiro and Philpot, 2008). Esto sugiere que el intercambio de
subunidades es una forma de metaplasticidad que altera los umbrales que permiten
direccionar la plasticidad sindptica mediada por receptores NMDA, lo que permite la
bidireccionalidad en la respuesta sinaptica dependiendo de la actividad que reciban las

sinapsis (Quinlan et al., 1999, Dumas, 2005, Yashiro and Philpot, 2008, Gray et al., 2011).

Ademas, se sabe que mGIuR-LTD promueve la sintesis de proteinas (Huber et
al., 2000, Huber et al., 2001) y activa la via de la fosfolipasa C (PLC), esto favorece la
liberacién de calcio intracelular del reticulo endopldsmico. Cabe mencionar que esta via
se encuentra hiperactiva durante las primeras semanas postnatales (Catania et al., 1991,
Catania et al., 2007). De tal manera que una mayor entrada de calcio dada por el nimero
de receptores NMDA, y el aumento de calcio intracelular por la activacién de receptores

mGlu, sea capaz de sobrepasar el umbral de calcio y favorecer la potenciacidn sinaptica
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(Gardoni et al., 2009, Halt et al., 2012, Lisman et al., 2012). Sin embargo, para poder
corroborar dicha hipdtesis debemos realizar experimentos en presencia de inhibidores

de sintesis de proteinas, asi como de antagonistas de receptores mGIluR y NMDA.

Para evaluar la depresidn sindptica mediada por receptores NMDA disefiamos un
protocolo nuevo, debido a que en la literatura los protocolos de estimulacidon resultaban
complicados y no facilmente reproducibles (Holbro et al., 2009, Oh et al., 2013). Por lo
tanto, nuestro protocolo consta de pulsos de luz a baja frecuencia, con el objetivo de
mimetizar los protocolos de estimulacion eléctrica a baja frecuencia. Para determinar la
especificidad de nuestro nuevo protocolo realizamos experimentos en presencia deD-
AP5, un antagonista competitivo de los receptores NMDA, capaz de bloquear la

depresion mediada por NMDA (Selig et al., 1995, Oliet et al., 1997).

En espinas de ratones silvestres nuestro protocolo induce una LTD dependiente
de NMDA de corto plazo, ya que pasados 120 minutos el volumen de la espina
estimulada regresa a su volumen inicial. Mientras que en espinas de ratones
heterocigotos se induce una disminucién en el volumen de las espinas estimuladas que
permanece constante por tres horas. Esto indica que la haploinsuficiencia de SHANK3

promueve un NMDA-LTD de largo plazo.

Recientemente se ha descrito que la NMDA-LTD cuenta con un componente
metabotrdpico capaz de inducir depresién sindptica de largo plazo (Nabavi et al., 2013,
Stein et al., 2015), este proceso podria estar hiperactivo como resultado de un mayor
nimero de receptores NMDA en nuestro modelo de autismo. De tal manera que se
favorezca una depresién de largo plazo. Para poder corroborar dicha hipétesis debemos
realizar experimentos en presencia de inhibidores de sintesis de proteinas, asi como de

antagonista de receptores NMDA en ratones heterocigotos.

Actualmente un modelo alternativo, combina el modelo de marcaje y captura
sindptica (STC) con el fendmeno de sintesis de proteinas inducido por la actividad local

(Steward and Schuman, 2001) llamado hipétesis de la plasticidad en “clusters” (CPH)
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(Govindarajan et al., 2006). Esta hipdtesis predice que las espinas que reciben una
estimulacion fuerte inducen una sintesis de proteinas local, y que la disponibilidad de
estas proteinas promoverd una interaccion entre las espinas cercanas que reciban una
estimulacion débil, permitiendo la cooperatividad o competencia entre las espinas
cercanas dentro de un dominio dendritico (Kelleher et al., 2004b, Govindarajan et al.,

2011).

Sabemos que la induccién de LTD de largo plazo implica sintesis de proteinas
local, las cuales pueden ser utilizadas por espinas cercanas a las espinas estimuladas,
teniendo como resultado modificaciones funcionales y estructurales (Holbro et al., 2009,
Ramiro-Cortes and Israely, 2013, Oh et al., 2015). Por lo tanto, analizamos la variabilidad
del cambio en el volumen de espinas cercanas y lejanas a la espina estimulada que no

recibieron estimulacion.

Observamos que la induccion de mGIUR-LTD induce un incremento en la
variabilidad de las espinas control respecto a su basal, es decir, el volumen fluctia mas
después de la estimulacion, sin embargo, esta variabilidad es independiente de la
distancia relativa a la espina estimulada y del genotipo. Por el contrario, en nuestro
protocolo de NMDA-LTD observamos un proceso de corto plazo en ratones silvestres y
un proceso de largo plazo en ratones heterocigotos, en este caso observamos que la
variabilidad es mayor en los ratones heterocigotos en comparaciéon de los ratones
silvestres. En conjunto, estos datos sugieren que la disponibilidad de proteinas influye en
los cambios estructurales de las espinas cercanas a la espina estimulada, y al parecer la

disponibilidad de proteinas puede ser mayor en los ratones heterocigotos.

Cuando comparamos los protocolos de mGIuR-LTD y NMDA-LTD en ratones
silvestres, observamos una mayor variabilidad en las espinas cercanas con el protocolo
de mGIuR. Esto puede ser resultado de que el protocolo de NMDA es de corto plazo y no

requiere necesariamente de la sintesis de proteinas (Huber et al., 2000), mientras que

55



como ya mencionamos la mGIuR-LTD induce la sintesis de proteinas. Esto sugiere que la
variabilidad de las espinas cercanas puede estar influenciada por los procesos de largo

plazo.

9. Conclusion

La haploinsuficiencia de SHANK3 promueve una disminucién en la densidad de las
espinas dendriticas en las neuronas de la regién de CA1l del hipocampo, no altera la
expresion del grupo | de los receptores metabotrdpicos, pero aumenta la expresion de la

subunidad GIuN2B, mientras que la expresion de la subunidad GIuN2A no se ve alterada.

Respecto a la parte funcional, demostramos por primera vez que la
haploinsufiencia de Shank3 altera la respuesta sinaptica. Especificamente inhibe la
depresion sindptica mediada por receptores metabotrdpicos, es decir, no permite la
reducciéon en el volumen de las espinas estimuladas como ocurre en los ratones
silvestres. Por el contrario, parece inducirse una potenciacion pues la espinas

estimuladas incrementaron su volumen.

Por otra parte, para la depresién mediada por receptores NMDA, disefiamos un
nuevo protocolo tratando de mimetizar los protocolos de estimulacién eléctrica,
adaptado para la liberacion de glutamato enjaulado a través de microscopia de dos
fotones. De estos experimentos determinamos que la depresidn sindptica induce una
disminucion en el volumen de las espinas estimuladas en ambos genotipos. Sin embargo
observamos que en espinas de ratones heterocigotos esta depresidn es de largo plazo,
contrario a lo que ocurre en espinas de ratones silvestres, donde se registra una
depresion de corto plazo. Derivado de estos resultados analizamos los coeficientes de
variabilidad en el volumen de las espinas que no que no recibieron estimulacion. Esto
con la finalidad de tener una aproximacién del papel de la sintesis proteica, que puede
promover la interaccién entre espinas cercanas dentro de un dominio dendritico. Al
respecto, encontramos que las espinas cercanas a la espina estimulada en ambos

protocolos de depresidon incrementan su variabilidad. De manera muy interesante,

56



cuando comparamos los protocolos en espinas de ratones silvestres encontramos que la
variabilidad es mayor en el protocolo de mGIuR-LTD en comparacién al de NMDA-LTD de

espinas cercanas.

En su conjunto, nuestros datos muestran por primera vez, que la
haplionsuficiencia de Shank3 en etapas posnatales de ratdn altera la depresidn sinaptica
y sus correlatos estructurales a través de los receptores mGlu y NMDA. Ademas,
concluimos que Shank3 es necesario para la correcta expresion de los receptores NMDA

y la citoarquitectura de las neuronas piramidales.
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